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1 Einleitung 
1.1 Die Tumornekrosefaktor (TNF)/TNF-Rezeptor-Superfamilie 
Lymphotoxin (LT) und Tumornekrosefaktor (TNF) wurden vor beinahe vier Jahrzehnten als 
von Lymphozyten und Makrophagen exprimierte Zytokine entdeckt. Dabei zeigte sich, dass 
sie die Lyse von Zellen, vor allem von Tumorzellen, auslösen können (Carswell et al., 1975; 
Granger et al., 1969). Als die complementary DNA (cDNA) von LTα und TNF kloniert wurde 
und beide Sequenzen eine hohe Ähnlichkeit aufwiesen, deutete dies auf eine mögliche Gen-
Superfamilie hin (Gray et al., 1984; Pennica et al., 1984), welche in den folgenden Jahren als 
TNF/TNF-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie bezeichnet wurde. Bis heute umfasst sie mehr als 
40 Mitglieder (siehe Abb. 1). Diese werden größtenteils von Immunzellen exprimiert und sind 
unter anderem an der Abwehr von Pathogenen, bei Entzündungsreaktionen, der Apoptose von 
Zellen, bei der Autoimmunität sowie der Entwicklung sekundärer lymphatischer Organe 
beteiligt. 
 
Abb. 1 Die TNF/TNFR-Superfamilie. Die Liganden sind in blau gezeichnet. Pfeile zeigen die möglichen 
Interaktionen der Liganden mit den Rezeptoren an. Die äußere Domäne der TNFR-Superfamilie ist mit der 
Anzahl an cysteinreichen Domänen (CRDs) in grau dargestellt. Todesdomänen im zytoplasmatischen Teil sind 
rot gezeichnet (Hehlgans et al., 2005). 
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Die Liganden der TNF-Superfamilie sind Typ-II-Transmembranproteine (der N-Terminus 
liegt intrazellulär), die alle eine konservierte C-terminale Domäne tragen, welche als TNF-
Homologie-Domäne (THD) bezeichnet wird. Mit ihr wird die Rezeptorbindung vermittelt. 
Die Sequenzidentität der THD zwischen den einzelnen Mitgliedern der TNF-Superfamilie 
liegt bei 20-30% (Bodmer et al., 2002). Die Liganden sind nur als Trimere, welche durch 
Selbstassoziation über nicht-kovalente Bindungen entstehen, biologisch aktiv (Idriss et al., 
2000). Einige der Liganden kommen sowohl membrangebunden als auch löslich vor, 
wohingegen einige nur in der einen oder in der anderen Form biologisch aktiv sein können. 
Die Rezeptoren der Superfamilie sind Typ-I-Transmembranproteine (der C-Terminus liegt 
intrazellulär), die als besonderes Kennzeichen eine unterschiedliche Anzahl an cysteinreichen 
Domänen (CRD) zur Ausbildung intrazellulärer Disulfidbrücken tragen (Smith et al., 1994). 
Die Rezeptoren bilden wie die Liganden Trimere, wobei sich einige Vertreter der TNFR-
Superfamilie, wie z.B. TNFR1, TNFR2 oder CD40, bereits vor der Bindung des Liganden 
zusammenlagern können. Dies bedarf einer N-terminalen Domäne, die Teile der ersten CRD 
beinhaltet und als preligand assembly domain (PLAD) bezeichnet wird (Chan et al., 2000). 
Die Aktivierung der Rezeptoren der TNFR-Superfamilie führt zu einer Anlagerung 
verschiedenster Adaptermoleküle, die wiederum zahlreiche Signalwege aktivieren können. 
Aufgrund der unterschiedlichen Möglichkeiten der Signalweiterleitung kann man die 














Abb. 2 Die drei Hauptgruppen der TNFR-Superfamilie. A. Rezeptoren der Superfamilie, die Todesdomänen 
(blau) im zytoplasmatischen Teil tragen und die Apoptose der Zellen auslösen. B. Rezeptoren der Superfamilie, 
die im zytoplasmatischen Teil TIM-Domänen (rot) tragen und verschiedene Signalwege aktivieren können. C. 
Rezeptoren der Superfamilie ohne eine zytoplasmatische Domäne. Hier findet keine Signalweiterleitung statt 
(modifiziert nach Dempsey et al., 2003). 
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In der ersten Gruppe, in die z.B. TNFR1 oder CD95 (FAS) eingeordnet werden, finden sich 
Rezeptoren, die in ihrer zytoplasmatischen Domäne sogenannte Todesdomänen (death 
domain= DD) tragen. Die Aktivierung dieser Art von Rezeptoren durch ihre 
korrespondierenden Liganden kann zu einer Anlagerung von Adaptermolekülen wie Fas 
associated death domain (FADD) oder TNFR associated death domain (TRADD) führen, 
wodurch es zu einer Aktivierung der Kaspase-Kaskade und letztendlich zur Induktion der 
Apoptose kommt (Nagata, 1997). Zusätzlich kann TNFR1 auch mit TNFR-associated factor 
(TRAF) 1 und 2 und mit dem receptor interacting protein (RIP) interagieren. Dadurch wird 
entweder der NFκB (nukleärer Faktor kappa B)- oder der JNK (c-Jun N-terminale Kinase)-
Signalweg aktiviert, was dazu führt, dass die Zellen vor Apoptose geschützt sind (Hsu et al., 
1996; Stanger et al., 1995). 
Zur zweiten Gruppe der Rezeptoren gehören unter anderem TNFR2, Lymphotoxin-β-
Rezeptor (LTβR) und herpes virus entry mediator (HVEM). Diese tragen keine 
Todesdomänen sondern eine oder mehrere TRAF-interacting motifs (TIMs) in ihrer 
zytoplasmatischen Domäne. Die Stimulation dieser Rezeptoren führt zu einer Anlagerung von 
TRAFs an die TIM-Domänen, wodurch wiederum verschiedene Signalwege wie NFκB, JNK, 
p38, ERK (extracellular signal-related kinase) oder PI3K (Phosphoinositid 3-Kinase) 
aktiviert werden können (Dempsey et al., 2003). Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind in 
Säugetieren sechs verschiedene TRAFs (TRAF1- TRAF6) bekannt. Diese während der 
Evolution konservierten Proteine sind schon bei Drosophila melanogaster oder bei 
Caenorhabditis elegans nachgewiesen worden (Grech et al., 2000). Alle TRAFs tragen ein 
stark konserviertes Motiv am C-Terminus, das ungefähr 200 Aminosäuren lang ist und als 
TRAF-Domäne (TD) bezeichnet wird (Cao et al., 1996; Rothe et al., 1994). Diese ist für 
Bindung an die entsprechenden Rezeptoren und für die Bildung von Homo- oder 
Heterodimeren verantwortlich. Durch sie wird außerdem die Interaktion mit einer Vielzahl 
von intrazellulären Proteinen und Signalmolekülen vermittelt. Die TD kann man in zwei 
Bereiche einteilen: die TRAF-N-Region, deren Größe stark variiert und nicht konserviert ist 
und die TRAF-C-Domäne, die eine hohe Sequenzähnlichkeit zwischen den Mitgliedern der 
TRAF-Familie aufweist (Wajant et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die TRAF-C-
Domäne an Signalmoleküle wie TANK (Cheng et al., 1996) oder NIK (NFκB-inducing 
kinase) (Malinin et al., 1997; Song et al., 1997) bindet. Der N-terminale Bereich der TD 
interagiert hingegen mit anti-apoptotischen Molekülen wie c-IAP1 und c-IAP2 (Rothe et al., 
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1995a). Der N-Terminus der gesamten TD führt zur Aktivierung von NFκB oder JNK (Natoli 
et al., 1997; Rothe et al., 1995b). 
Die dritte Gruppe der Mitglieder der TNFR-Superfamilie, in die z.B. Decoyrezeptor (DcR) 1 
und 3 oder Osteoprotegerin (OPG) eingeordnet werden, tragen keine funktionalen 
intrazellulären Signalmotive oder –domänen und können somit auch keine Signale in das 
Zellinnere weiterleiten. Diese Rezeptoren konkurrieren mit den beiden anderen 
Rezeptorgruppen um die entsprechenden Liganden und verhindern somit deren Aktivierung 
und anschließende Signaltransduktion (Dempsey et al., 2003). 
1.2 Das LTβR/Ligand-System: Expression und Aktivierung des NFκB-
Signalwegs 
Innerhalb der TNF/TNFR-Superfamilie gibt es mehrere Ligand-Rezeptor-Systeme, die 
miteinander interagieren können. Dazu gehört auch das LTβR/Ligand-System (siehe Abb. 3), 
zu dem die vier nahe verwandten Liganden LTα, LTβ, lymphotoxin-like inducible protein that 
competes with glycoprotein D for binding herpesvirus entry mediator on T cells (LIGHT) und 
TNF und die Rezeptoren LTβR, HVEM, TNFR1 und TNFR2 gehören. Des Weiteren sind 
Interaktionen mit den beiden Rezeptoren BTLA (B- and T-cell attenuator) und Decoyrezeptor 
3 beschrieben. Im Folgenden wird näher auf die Liganden LTα, LTβ und LIGHT und die 
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Auf der Seite der Liganden ist zunächst Lymphotoxin zu nennen, von dem es die beiden 
Formen LTα und LTβ gibt. LTα (früher als TNFβ bezeichnet) kommt nur in sezernierter 
Form vor. Als Homotrimer bindet es an beide TNF-Rezeptoren und an HVEM (Aggarwal et 
al., 1985; Mauri et al., 1998; Schoenfeld et al., 1991). LTβ, ein 33 kDa großes Protein, konnte 
bisher ausschließlich membrangebunden nachgewiesen werden und bildet zusammen mit LTα 
die Heterotrimere LTα1β2 und LTα2β1 (Browning et al., 1993). Letzteres bindet wie LTα3 an 
beide TNF-Rezeptoren, wird jedoch nur in geringer Menge von T-Zellen exprimiert 
(Browning et al., 1995). Die biologisch wichtige Form ist das LTα1β2-Heterotrimer, welches 
ausschließlich an den LTβR bindet (Crowe et al., 1994). Da das LTβ nicht in eine lösliche 
Form gespalten wird, benötigt die Aktivierung des LTβR über LTα1β2 einen Zell-Zell-
Kontakt. Für die Rezeptorspezifität im Heterotrimer ist nicht das LTα, sondern allein das LTβ 
verantwortlich (Williams-Abbott et al., 1997). Ein weiterer Ligand für den LTβR ist das 29 
kDa große Protein LIGHT, welches als Homotrimer vorliegt (Mauri et al., 1998). Es kann 
membrangebunden oder in sezernierter Form biologisch aktiv sein (Ware, 2005). Neben der 
Bindung an den LTβR interagiert LIGHT auch mit HVEM, der zunächst als Rezeptor für das 
Herpes Simplex Virus beschrieben wurde (Montgomery et al., 1996). Zusätzlich dazu bindet 
LIGHT an den löslichen Decoyrezeptor 3, wodurch Interaktionen mit HVEM oder LTβR 
unterbunden werden (Yu et al., 1999). Schließlich wurde beschrieben, dass HVEM mit 
BTLA, einem Rezeptor, der eine hemmende Wirkung vermittelt und dessen extrazelluläre 
Domäne zur Immunglobulin-Superfamilie gehört, in Wechselwirkung treten kann (Murphy et 
al., 2006). 
Eine Besonderheit des Expressionsmusters von LTα1β2 und LTβR ist die strikte Trennung der 
Zellen, die den Liganden bzw. den Rezeptor tragen. So wird der LTβR größtenteils von nicht-
hämatopoetischen Zellen (z.B. Fibroblasten oder Epithelzellen) konstitutiv exprimiert. Eine 
Ausnahme sind Zellen myeloiden Ursprungs, wie z.B. Monozyten, Dendritischen Zellen und 
Mastzellen, die den LTβR ebenfalls tragen (Murphy et al., 1998; Stopfer et al., 2004a). 
LTα1β2 kommt ausschließlich auf B-, T- und NK-Zellen vor, wobei durch die Aktivierung der 
Immunzellen durch bestimmte Zytokine und Chemokine die geringe konstitutive Expression 
des Liganden verstärkt wird (Ansel et al., 2000). 
Bei LIGHT und seinen beiden Rezeptoren HVEM und LTβR gibt es hingegen keine strikte 
Trennung des Expressionsmusters. LIGHT ist hauptsächlich auf aktivierten T-Lymphozyten, 
NK-Zellen und unreifen Dendritischen Zellen zu finden. Während des Reifungsprozesses der 
Dendritischen Zellen wird die Expression von LIGHT wieder herunter reguliert (Tamada et 
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al., 2000a). HVEM ist sowohl auf lymphoiden als auch myeloiden Zellen zu finden und wird 
konstitutiv von naiven CD4+ und CD8+ T-Zellen exprimiert (Sedy et al., 2005). Während der 
Anfangsphase der Aktivierung der T-Lymphozyten kommt es zu einer Herunterregulation von 
HVEM bei einer gleichzeitigen Hochregulation der Expression von LIGHT. Dieser reziproke 
Mechanismus, bei dem vermutet wird, dass die Bindung des Liganden an seinen Rezeptor die 
Herunterregulation von HVEM auslöst, stellt somit ein selbstregulierendes Ligand/Rezeptor-
System dar, dass zur T-Zell-Aktivierung beiträgt (Morel et al., 2000).  
Wie bereits im Kapitel 1.1 erwähnt, gehören die beiden Rezeptoren LTβR und HVEM der 
zweiten Gruppe der TNFR-Superfamilie an, die keine Todesdomäne tragen und bei denen die 
Signaltransduktion über TRAFs vermittelt wird. So wurde bisher gezeigt, dass die TRAF-
Proteine 2, 3 und 5 an den LTβR binden können (Chang et al., 2002). HVEM kann zusätzlich 
mit dem TRAF-Protein 1 interagieren (Marsters et al., 1997). Bei der Bindung der Liganden 
an die beiden Rezeptoren LTβR und HVEM kommt es zu einer Aktivierung des NFκB-
Signalwegs. NFκB ist ein eukaryotischer Transkriptionsfaktor, der in allen Zelltypen 
vorkommt und der 1986 als nukleärer Faktor beschrieben wurde, der für die Transkription der 
leichten kappa-Kette der Immunglobuline in B-Zellen wichtig ist (Sen et al., 1986). Durch 
intensive Forschung in den letzten 20 Jahren auf diesem Gebiet weiß man nun, dass die 
Familie der NFκB-Transkriptionsfaktoren Hunderte von Genen reguliert, die äußerst wichtig 
für die Entwicklung von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems, sowie für 
die Bildung der lymphatischen Organe sind. Die NFκB-Familie besteht aus fünf Mitgliedern. 
Diese werden als Rel A (p65), Rel B, c-Rel, NFκB1 (p50 und sein Vorläufer p105) und 
NFκB2 (p52 und sein Vorläufer p100) bezeichnet. Sie bilden eine Vielzahl an Homo- und 
Heterodimeren, die als Aktivatoren, aber auch als Inhibitoren der Transkription wirken 
können (Ruben et al., 1992; Ryseck et al., 1992). Der typische NFκB-Komplex ist ein 
Heterodimer, das aus einem der Rel-Proteine und p50 oder p52 zusammengesetzt ist. 
Während die Rel-Proteine sowohl eine N-terminale DNA-Bindungsdomäne als auch eine C-
terminale Transaktivierungsdomäne besitzen, tragen p50 und p52 nur eine DNA-
Bindungsdomäne und modulieren damit die Bindungsaffinität der Rel-Proteine. Allen NFκB-
Proteinen ist gemeinsam, dass sie eine sogenannte Rel-Homologie-Domäne (RHD) besitzen, 
welche die nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) beinhaltet und die an der Dimerisierung, der 
DNA-Bindung und der Interaktion mit den IκB-Proteinen beteiligt ist (Ghosh et al., 1998). 
Die IκBs, zu denen unter anderem IκBα gehört, sind spezifische Inhibitoren, die über eine 
ankyrin repeat domain (ARD) an die RHD binden. Dabei wird das NLS abgedeckt und die 
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NFκB-Dimere werden im Zytoplasma zurückgehalten (Bonizzi et al., 2004b). Neben den IκB-
Proteinen gehören auch p100 und p105 zu den Inhibitoren, da sie ebenfalls eine ARD besitzen 
und so die Translokation der NFκB-Proteine verhindern. Erst nach der Aktivierung des 
NFκB-Signalwegs wird der C-Terminus abgespalten und p50 oder p52 können mit den 
entsprechenden Bindungspartnern in den Zellkern translozieren (Sun et al., 2003). 
Bei der Aktivierung der NFκB-Proteine unterscheidet man grundsätzlich zwei Signalwege. 
Der am besten untersuchte ist der klassische oder auch kanonische NFκB-Signalweg (siehe  
Abb. 4), der hauptsächlich durch proinflammatorische Stimuli, wie z.B. TNF oder IL-1, 
aktiviert wird. Dabei wird zunächst der IKK-Komplex (IκB inducing kinase complex) 
aktiviert, der aus den katalytischen Untereinheiten IKKα und IKKβ und aus der 
regulatorischen Untereinheit IKKγ (auch bezeichnet als NEMO für NFκB essential 
modulator) besteht (Mercurio et al., 1997). Dies wiederum führt zu einer Phosphorylierung 
von IκBα an den beiden Aminosäuren Ser32 und Ser36, dann zur Ubiquitinierung und 
schließlich zur Degradation von IκBα im Proteasom (Brown et al., 1995; Chen et al., 1996). 
Die dadurch freiwerdenden NFκB-Dimere (beim klassischen NFκB-Signalweg hauptsächlich 
das p50-Rel A-Heterodimer) können somit in den Zellkern translozieren, an die Ziel-DNA 
binden und die Transkription aktivieren. 
Ein anderer Signalweg der Aktivierung von NFκB ist der alternative oder nicht-kanonische 
NFκB-Signalweg (siehe Abb. 4), der von der NFκB-induzierenden Kinase (NIK) und von 
IKKα abhängig, von IKKβ und IKKγ jedoch unabhängig ist (Dejardin et al., 2002; Senftleben 
et al., 2001). Bei diesem Signalweg kommt es zu einer Aktivierung von NIK und 
anschließend von IKKα. Das Zielmolekül des IKKα-Homodimers ist dabei das p100, das 
meist an Rel B gebunden ist und die inaktive Form des p52 darstellt. Bei der Aktivierung 
erfolgt die Phosphorylierung an zwei C-terminalen Seiten von p100, so dass dieses zu p52 
prozessiert werden kann. Dies wiederum wird wie schon beim klassischen Signalweg durch 
eine Ubiquitinierung und den Abbau des Proteins im Proteasom gesteuert (Xiao et al., 2001). 
Der dadurch freigewordene N-terminale Teil des p100 (p52) kann somit zusammen mit Rel B 
als Heterodimer in den Zellkern wandern und die Transkription der entsprechenden Zielgene 
steuern (Dejardin et al., 2002). 
Durch die Aktivierung des LTβR können grundsätzlich beide NFκB-Signalwege aktiviert 
werden. Im Fall des klassischen NFκB-Signalwegs wird nach der Stimulierung des LTβR vor 
allem die Transkription von proinflammatorischen Genen gesteuert (siehe Abb. 4). Dazu 
gehören unter anderem Integrine, wie z.B. vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) oder 
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mucosal addressin vascular cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-1) (Ettinger et al., 1998). 
Außerdem werden auch Chemokine, wie z.B. macrophage inflammatory protein (MIP)-1β 
oder MIP-2 aktiviert (Dejardin et al., 2002; Hehlgans et al., 2003). Dies führt dazu, dass 
Leukozyten an die Orte der Entzündung gelangen können. 
Die Aktivierung des alternativen NFκB-Signalwegs über den LTβR führt hauptsächlich zur 
Induktion der Transkription von Genen, die bei der Organisation und Homöostase sekundärer 
lymphatischer Organe eine wichtige Rolle spielen (siehe Abb. 4). Dazu gehören unter 
anderem das secondary lymphoid tissue chemokine (SLC), B-lymphocyte chemoattractant 
(BLC), Epstein Barr virus-induced molecule 1 ligand chemokine (ELC), stromal derived 
factor-1 (SDF-1) und B cell activating factor belonging to the TNF family (BAFF) (Dejardin 























Abb. 4 Die Aktivierung des klassischen und des alternativen NFκB-Signalwegs nach Stimulation des LTβR 
(modifiziert nach Hehlgans et al., 2005). 
 
Die Bindung von LIGHT an seinen Rezeptor HVEM kann ebenfalls zu einer Aktivierung von 
NFκB führen (Tamada et al., 2000a). Eine genauere Untersuchung, bei der die Aktivierung 
von HVEM auf Monozyten Gegenstand war, konnte dabei zeigen, dass die 
Signalweiterleitung bei HVEM wahrscheinlich über den klassischen NFκB-Signalweg 
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1.3 Die Funktionen des LTβR/Ligand-Systems 
1.3.1 Etablierung und Aufrechterhaltung der Organisation sekundärer lymphatischer 
Organe 
Die wichtigste und wohl auch am besten untersuchte Funktion des LTβR/Ligand-Systems ist 
die Etablierung und Aufrechterhaltung der Organisation von sekundären lymphatischen 
Organen wie der Milz, den Lymphknoten oder den Peyerschen Plaques. Dies konnte durch 
eine Vielzahl von Studien belegt werden, die an LTα-, LTβ-, LIGHT- und LTβR-defizienten 
Mäusen durchgeführt wurden (Gommerman et al., 2003a). So haben die LTα-defizienten 
Mäuse keine Lymphknoten und Peyerschen Plaques und die Organisation der Milzstruktur ist 
sehr stark beeinträchtigt (Banks et al., 1995; De Togni et al., 1994). LTβR-defiziente Mäuse 
zeigen einen Phänotyp, der dem der LTα-defizienten Mäuse sehr ähnlich ist (Futterer et al., 
1998). Den LTβ-defizienten Mäusen fehlen ebenfalls alle peripheren Lymphknoten und 
Peyerschen Plaques, die mukosalen und zervikalen Lymphknoten sind jedoch noch 
vorhanden. Außerdem ist die Struktur der Milz weniger stark beeinträchtigt, als dies z.B. bei 
den LTβR-/--Mäusen der Fall ist (Alimzhanov et al., 1997). Im Gegensatz zu den LTα-
defizienten Mäusen, haben die LIGHT-/--Mäuse normal entwickelte sekundäre lymphatische 
Organe (Scheu et al., 2002). Dies weist darauf hin, dass für die Organisation der korrekten 
Lymphorganstrukturen vorwiegend die Interaktion zwischen LTα1β2 und dem LTβR wichtig 
ist. Auf der anderen Seite gibt es jedoch auch eine Untersuchung, bei der gezeigt werden 
konnte, dass die transgene Expression von LIGHT in LTα-defizienten Mäusen wieder dazu 
führt, dass sich die T- und B-Zellzonen, die Follikulären Dendritischen Zellen (FDC) und die 
Keimzentren, nicht aber der Randbereich der weißen Pulpa, wieder normal organisieren 
(Wang et al., 2002). Dies deutet darauf hin, dass LIGHT den Verlust einiger Funktionen von 
LTαβ in der Gegenwart des LTβR kompensieren kann. LIGHT, das wie bereits erwähnt 
größtenteils von T-Lymphozyten exprimiert wird, dient jedoch hauptsächlich als 
kostimulatorisches Molekül, was z.B. durch eine Studie belegt wurde, bei der die Proliferation 
von CD8+-Zellen und die IL-2-Sekretion von CD4+-Zellen in LIGHT-defizienten Mäusen 
verringert ist (Scheu et al., 2002). 
Die lymphatischen Strukturen können ebenfalls durch eine Behandlung von Mäusen mit 
einem Inhibitor der LTβR-Aktivierung, dem LTβR-Ig, in ihrer Struktur beeinträchtigt werden. 
Das LTβR-Ig ist ein Fusionsprotein zwischen der extrazellulären Domäne des LTβR und dem 
Fc-Teil des humanen Immunglobulin G (IgG1), das an beide Liganden des LTβR (LIGHT und 
LTα1β2) binden kann, und somit dessen Aktivierung verhindert (Browning, 2008). Daher sind 
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die Effekte, die man bei Mäusen durch die Behandlung mit diesem LTβR-Inhibitor 
beobachten kann, das Ergebnis der Hemmung beider LTβR-Liganden. Die Auswirkungen der 
LTβR-Ig-Gabe sind je nach Behandlungszeitpunkt unterschiedlich stark ausgeprägt. So 
verhindert die Applikation des Fusionsproteins bei Mäusen in der Tragezeit die Bildung von 
Peyerschen Plaques und von Lymphknoten bei den Jungtieren (Rennert et al., 1996). Die 
Behandlung im Erwachsenenstadium führt hingegen nur zu einer Veränderung der 
Organisation der lymphatischen Organe (Spahn et al., 2005). 
Der Mechanismus, durch den die Entwicklung im Embryonalstadium und die 
Aufrechterhaltung der Struktur lymphatischer Organe gesteuert wird, basiert hauptsächlich 
auf der Regulation der Expression von Chemokinen, wie z.B. CXCL13 (= BLC), CCL19 (= 
ELC) und CCL21 (= SLC), durch den LTβR-Signalweg (Muller et al., 2003). Bei der Bildung 
von Lymphknoten oder den Peyerschen Plaques wandert zunächst eine Population von Zellen, 
die aus der fötalen Leber stammen, in die Anlagen der lymphatischen Organe ein (Hashi et 
al., 2001). Diese lymphoid tissue-inducing cells (LTIC) sind positiv für CD45, IL7Rα und 
α4β7. Nach Stimulation mit IL-7 exprimieren sie außerdem LTα1β2, das mit mesenchymalen 
LTβR-tragenden Zellen in den Anlagen interagiert (Honda et al., 2001). Dadurch kommt es zu 
einer erhöhten Expression von Adhäsionsmolekülen wie VCAM-1 und Chemokinen wie 
CXCL13 und CCL19 in den mesenchymalen Zellen. Dies wiederum löst eine verstärkte 
Wanderung von LTICs in die Anlagen der lymphatischen Organe aus. Somit entsteht eine 
positive Rückkopplungsschleife, durch die schließlich die Grundstruktur, z.B. eines 
Lymphknotens, entsteht. Durch die Expression von Chemokinen wird, wie schon erwähnt, 
auch die Feinorganisation und Aufrechterhaltung der lymphatischen Organe gesteuert (Muller 
et al., 2003). So ist die Interaktion des LTβR mit LTα1β2 wichtig für die Wanderung von 
Zellen aus den lymphatischen Gefäßen in die Lymphknoten durch sogenannte high 
endothelial venules (HEV), da es durch die Aktivierung des LTβR zu einer erhöhten 
Expression von Adhäsionsmolekülen in den HEVs kommt (Browning et al., 2005). Das 
Chemokin CXCL13 ist verantwortlich für die richtige Positionierung von B-Zellen in den 
Follikeln von Lymphknoten oder Milz. Dabei induziert es nicht nur die Chemotaxis, sondern 
führt auch zu einer Hochregulation von LTα1β2 in den B-Zellen. Dadurch wird wiederum die 
Expression von CXCL13 in den follikulären DCs erhöht, was wie schon bei der Bildung der 
lymphatischen Organe eine positive Rückkopplung darstellt (Ansel et al., 2000). Ähnlich wie 
in der B-Zell-Zone gibt es auch in der T-Zell-Zone eine solche Amplifikationsschleife. Dabei 
exprimieren LTβR-tragende Stromazellen CCL19 und CCL21. Beide Chemokine führen zu 
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einer erhöhten Einwanderung von T-Lymphozyten und DCs in die T-Zell-Zone (Luther et al., 
2002) und zu einer erneuten Hochregulation von LTα1β2 auf den T-Lymphozyten (Luther et 
al., 2000). 
1.3.2 Abwehr von viralen, bakteriellen und parasitären Infektionen 
Neben seiner Funktion bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung lymphatischer Organe 
spielt das LTβR/Ligand-System eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Infektionen, die 
durch Viren, Bakterien oder Parasiten hervorgerufen werden. Dabei ist der LTβR-Signalweg 
bei den Infektionen auf unterschiedliche Art und Weise beteiligt. Für die Immunantwort wird 
zum einen eine korrekte Struktur der lymphatischen Organe benötigt, zum anderen ist bei 
manchen Infektionen die Aktivierung von Effektorfunktionen durch die Stimulation des 
LTβR elementar. 
So gibt es beispielsweise einige Studien, die sich mit der Rolle von Lymphotoxin bei viralen 
Infektionen beschäftigen. LTα-defiziente Mäuse, die mit dem lymphozytären 
Choriomeningitisvirus (LCMV) infiziert wurden, zeigen eine starke Beeinträchtigung bei der 
Aktivierung und Expansion von virusspezifischen CD8+ T-Lymphozyten in der Milz (Suresh 
et al., 2002). Das Fehlen von LTα führt dabei nur indirekt durch die zerstörte Milzstruktur zur 
verringerten T-Zellantwort. Außerdem entwickeln LTα-/--Mäuse bei der Infektion mit 
Herpesviren (HSV-1) zwar eine normale Anzahl an CD8+ T-Lymphozyten, die Zytotoxizität 
und bestimmte Effektorfunktionen sind jedoch beeinträchtigt, so dass die Tiere anfälliger für 
eine Enzephalitis sind (Kumaraguru et al., 2001). Bei der Infektion von LTα-defizienten und 
LTβR-Ig transgenen Mäusen mit Cytomegalieviren (CMV) zeigt sich eine erhöhte 
Sterblichkeit der Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Benedict et al., 2001). Dagegen ist 
die Immunantwort bei LTα-defizienten Mäusen nach einer Influenzainfektion nur wenig 
beeinträchtigt, da die spezifische T-Zellantwort mit einer geringen Zeitverzögerung auftritt 
(Lund et al., 2002). 
Neben der Abwehr von Viren sind auch einige bakterielle Infektionen von einem 
funktionierendem LTβR/Ligand-System abhängig. Bei der Infektion mit Mycobacterium 
tuberculosis haben LTα-/--, LTβ-/-- und LTβR-/--Mäuse eine erhöhte Anzahl an Bakterien in 
Lunge und Leber und zeigen damit auch eine geringere Überlebensrate im Vergleich zum 
Wildtyp (Ehlers et al., 2003). Dagegen verhalten sich LIGHT-defiziente Mäuse bei einer 
Infektion mit M. tuberculosis genauso wie die Wildtypkontrolle. Somit ist die Interaktion 
zwischen LTα1β2 und dem LTβR bei der Abwehr dieses Bakteriums wichtig. In einer anderen 
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Studie, bei der Knochenmarkschimären verwendet wurden, konnte im Unterschied zur oben 
genannten Veröffentlichung gezeigt werden, dass LTβ-defiziente Mäuse im Gegensatz zu den 
LTα-defizienten Mäusen nicht anfällig für eine Infektion mit M. tuberculosis sind (Roach et 
al., 2001). Dabei bilden sich bei den LTα-/--Mäuse in der Lunge unstrukturierte Granulome, in 
denen nur Makrophagen, aber keine T-Lymphozyten zu finden sind. Dies weist darauf hin, 
dass LTα besonders während der Immunantwort gegen M. tuberculosis wichtig ist. Die 
Defekte der sekundären lymphatischen Organe spielen hier hingegen nur eine untergeordnete 
Rolle. Weiterhin zeigen Mäuse, die mit LTβR-Ig Fusionsprotein behandelt wurden, eine 
erhöhte Anfälligkeit für eine Infektion mit M. bovis (BCG), da ebenfalls die Bildung von 
Granulomen (hauptsächlich in der Milz) beeinträchtigt ist und die Tiere eine höhere 
bakterielle Last haben als die Kontrollgruppe (Lucas et al., 1999). Auch bei einer Infektion 
mit Listeria monocytogenes wiesen die untersuchten LTβR-defizienten Mäuse eine erhöhte 
Sterblichkeit gegenüber den Kontrollmäusen auf (Ehlers et al., 2003). Schließlich nimmt eine 
Infektion mit Citrobacter rodentium sowohl bei LTα-/--, LTβ-/-- oder bei LTβR-/--Mäusen 
einen tödlichen Verlauf, wobei sich die Bakterien vor allem in Leber und Milz vermehren 
(Spahn et al., 2004). 
Um die Abhängigkeit der Abwehr von Parasiten zu untersuchen, wurden unter anderem 
Infektionen mit Toxoplasma gondii, Leishmania major und Trypanosoma brucei in LTα- oder 
LTβ-defizienten Mäusen durchgeführt. LTα-/--Mäuse sind sehr anfällig für eine Infektion mit 
T. gondii, wobei die Tiere an einer durch den Parasiten ausgelösten Enzephalitis sterben 
(Schluter et al., 2003). Die im Leishmaniosemodell verwendeten LTβ-defizienten Mäuse 
hatten ebenfalls eine stark verringerte Überlebensrate im Vergleich zu Kontrolltieren. Bei 
dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass die richtige Organisation der Lymphknoten 
und nicht die Expression von LTβ selbst für eine Abwehr von L. major wichtig ist (Wilhelm 
et al., 2002). Schließlich wurden LTα-defiziente Mäuse auch mit T. brucii infiziert. Hier 
hatten die Tiere einen geringen Überlebensvorteil im Vergleich zur Kontrollgruppe (Magez et 
al., 2002). 
1.3.3 Autoimmunerkrankungen 
Die Beteiligung des LTβR/Ligand-Systems an der Ausprägung und am Fortschreiten von 
Autoimmunerkrankungen ist ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung. In einem Tiermodell 
der Collagen-induzierten Arthritis (CIA), welches Ähnlichkeiten zur humanen rheumatoiden 
Arthritis aufweist, konnte gezeigt werden, dass Mäuse, die einige Wochen vor der Auslösung 
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der Krankheit mit LTβR-Ig behandelt wurden, keine Arthritis entwickelten (Fava et al., 2003). 
Bei gleichzeitiger Gabe des Fusionsproteins und Induktion der CIA entwickelte sich die 
Krankheit in einer milderen Form. Außerdem kann die Behandlung mit LTβR-Ig eine bereits 
etablierte Arthritis wieder unterdrücken. Das Modell der experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE) stellt eine T-Zell-vermittelte Krankheit des zentralen Nervensystems 
dar. In einer Studie führte die Behandlung von Mäusen mit LTβR-Ig zum Schutz vor einer 
EAE (Gommerman et al., 2003b). Daraus wurde abgeleitet, dass LTαβ eine Rolle bei der T-
Zell-Antwort übernimmt. Da außerdem gezeigt wurde, dass nach LTβR-Ig-Gabe keine 
sekundäre T-Zell-Antwort auf EAE-Autoantigene mehr möglich war, wird für LTαβ eine 
Beteiligung bei der Reifung von T-Lymphozyten vermutet. Der Insulin-abhängige Diabetes 
Mellitus (IDDM) ist eine Autoimmunkrankheit, die durch eine selektive Zerstörung von 
Insulin-sekretierenden β-Zellen charakterisiert ist. Als Modell für IDDM werden Mäuse 
verwendet, die spontan in einem bestimmten Alter Diabetes entwickeln (nonobese diabetic- 
oder NOD-Mäuse). Dabei führt die Einwanderung von autoreaktiven T-Lymphozyten in die 
Langerhansschen Inseln zu einem Fortschreiten der Krankheit. In zwei verschiedenen Studien 
zeigte sich, dass die Entwicklung von Diabetes in den NOD-Mäusen durch die Gabe von 
LTβR-Ig verhindert werden kann (Ettinger et al., 2001; Wu et al., 2001). Da hierbei jeweils 
ein unterschiedlicher Experimentaufbau verwendet wurde, herrscht Unklarheit über die 
Wirkungsweise der Behandlung mit LTβR-Ig Fusionsprotein. Zum einen könnte die 
Verhinderung von Diabetes durch eine Hemmung der Aktivierung von T-Zellen zustande 
kommen (Wu et al., 2001). Zum anderen könnte auch die Regulation der Expression von 
Chemokinen und Adhäsionsmolekülen, die wichtig für die Entwicklung der lymphatischen 
Organe sind, beeinflusst sein (Ettinger et al., 2001). In den letzten Jahren zeigte sich 
außerdem immer deutlicher, dass das LTβR/Ligand-System eine wichtige Rolle im Darm und 
entzündlichen Darmerkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn, spielt. So führt die Behandlung 
mit LTβR-Ig Fusionsprotein zu einer Hemmung der T-Zell-vermittelten Darmentzündung in 
unterschiedlichen Mausmodellen, wie im Transfermodell mit CD45RBhighCD4+ T-
Lymphozyten (Mackay et al., 1998) oder der mit dextrane sodium sulfate (DSS) induzierten 
chronischen Kolitis (Stopfer et al., 2004b). Durch die Gabe von LTβR-Ig bei einer akuten 
DSS-induzierten Kolitis wird die Entzündung hingegen verschlimmert. Den gleichen Effekt 
kann man beobachten, wenn man LTβR-/-- oder LTαβ-/--Mäuse für die Versuche verwendet 
(Jungbeck et al., 2008). LIGHT-defiziente Mäuse hingegen zeigen in der akuten DSS-
induzierten Kolitis kaum Anzeichen einer Entzündung. Ebenso führt die Behandlung mit 
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LIGHT-neutralisierenden Antikörpern zu einer Verbesserung des Krankheitsbilds 
(Manuskript in Vorbereitung). Ein komplementäres Ergebnis erhält man bei LIGHT-
transgenen Mäusen. Diese entwickeln spontan chronische Entzündungen, die sich speziell im 
Darmtrakt manifestieren und dem Krankheitsbild von Morbus Crohn Patienten gleichen 
(Shaikh et al., 2001). Schließlich konnte in verschiedenen Modellen der graft-versus-host-
disease (GVHD) gezeigt werden, dass durch die Blockade des LIGHT-HVEM-Signalwegs 
z.B. die allogene T-Zellantwort in vitro oder die Ausprägung der GVHD in Mäusen 
verhindert wird (Harrop et al., 1998b; Tamada et al., 2000b). 
1.4 Die Rolle des LTβR bei Tumorwachstum und Angiogenese 
Trotz großer Anstrengungen in der Forschung bleibt Krebs bis heute eine Krankheit, die nur 
schwer heilbar ist. Obwohl bereits eine Vielzahl von Behandlungsmethoden, wie z.B. die 
Chemotherapie oder die Verabreichung von therapeutischen Antikörpern, entwickelt bzw. 
verbessert wurden und obwohl eine Diagnose durch bestimmte Tumormarker schon in immer 
früheren Stadien möglich ist, sind Tumorerkrankungen neben Herz-Kreislauferkrankungen in 
der Bundesrepublik Deutschland die häufigste Todesursache. Heute wird Krebs als eine 
multifaktorielle Erkrankung angesehen, die sehr unterschiedlich ausgeprägt ist. Daher muss, 
um ein optimales Ergebnis zu erhalten, jede Tumorart mit einer speziellen Therapie behandelt 
werden. Unter anderem werden dabei die multifunktionellen Zytokine der TNF-Superfamilie 
als potentielle therapeutische Reagenzien angesehen. Diese können auf zwei verschiedene 
Arten wirken: zum einen direkt auf die Tumorzellen durch Induktion der Apoptose und zum 
anderen indirekt durch die Beeinflussung das den Tumor umgebenden Gewebes. Letzteres 
soll vor allem durch die Verhinderung der Tumorangiogenese oder durch die Förderung der 
Induktion einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort erreicht werden. (Wajant et al., 
2005) 
Neben genetischen und epigenetischen Änderungen, die dazu beitragen, dass eine Zelle 
entartet, ist noch ein weiterer Schritt notwendig, um die Entwicklung eines Tumors 
voranzutreiben. Dies ist die Induktion eines Gefäßsystems im Tumor, das als angiogenic 
switch bezeichnet wird (Hanahan et al., 2000). In der ersten Phase der Entstehung ist ein 
Tumor noch sehr klein (1-2 mm Durchmesser) und benötigt daher keine Blutgefäße. In diesen 
Läsionen herrscht ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose. Ein solcher Tumor 
wird als dormant, also schlafend, bezeichnet. In der zweiten Phase, deren Start der angiogenic 
switch darstellt, kommt es zur Bildung von Blutgefäßen und zum exponentiellen Wachstum 
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(Bergers et al., 2003). Im gesunden Organismus wird die Angiogenese von einer Reihe von 
Faktoren kontrolliert. Dabei halten sich anti- und proangiogene Faktoren die Waage. Auf der 
Seite der Aktivatoren der Angiogenese sind Moleküle zu finden, wie vascular endothelial 
growth factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF) oder epidermal growth factor (EGF) 
(Dvorak, 2002). Letzterer führt unter anderem zu einer erhöhten Expression von VEGF, FGF 
und dem ebenfalls proangiogenen Interleukin-8 (IL-8). Auf der Seite der Inhibitoren der 
Angiogenese stehen Moleküle, wie Thrombospondin-1, Angiostatin oder Endostatin 
(O'Reilly, 1997; O'Reilly et al., 1997; Volpert et al., 1995). Beim angiogenic switch kommt es 
durch verschiedenste Stimuli zu einer verstärkten Expression proangiogener Faktoren und 
damit zu einer beginnenden Vaskularisierung des Tumorgewebes. Diese verläuft im Tumor 
nicht zielgerichtet, sondern führt zu unregelmäßig geformten, unorganisierten Blutgefäßen 
(Bergers et al., 2003). 
Nach der Entdeckung von VEGF (Leung et al., 1989) zeigte sich, dass es eines der Moleküle 
ist, die in großem Umfang zur Tumorangiogenese beitragen (Dvorak, 2002). So gibt es bereits 
einen humanisierten monoklonalen Antikörper gegen VEGF, der erfolgreich in Kombination 
mit Chemotherapeutika bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen eingesetzt wird (Fernando 
et al., 2004). 
In den letzten Jahren konnte jedoch nachgewiesen werden, dass IL-8 ebenfalls das 
Tumorwachstum beeinflusst. Ursprünglich wurde IL-8 als chemotaktischer Faktor für 
neutrophile Granulozyten beschrieben (Baggiolini et al., 1992). Außerdem gehört es zur 
Gruppe der CXC Chemokine und wird in der systematischen Einteilung als CXCL8 
bezeichnet (Zlotnik et al., 2000). Neben seiner chemotaktischen Funktion wird IL-8 auch in 
einer großen Zahl humaner Tumore, wie z.B. in Kolon- und Ovarialkarzinomen, als 
proangiogener Faktor exprimiert. In verschiedenen Studien konnte ein Zusammenhang 
zwischen der Menge an exprimiertem IL-8 und der Schwere der Tumorerkrankung hergestellt 
werden, d.h. die IL-8-Expression im Tumorgewebe wird als prognostischer Marker angesehen 
(Xie, 2001). So zeigte z.B. eine 2008 erschienene Veröffentlichung, in der Daten von 
Ovarialkarzinompatientinnen aus einem Zeitraum von 20 Jahren ausgewertet wurden, dass 
eine erhöhte IL-8-Expression mit einer schlechten klinischen Prognose einhergeht (Merritt et 
al., 2008). Außerdem wurde ein neutralisierender anti-IL8 Antikörper hergestellt, der zur 
Behandlung von Melanomen oder anderen soliden Tumoren allein oder in Kombination mit 
konventioneller Chemotherapie verwendet werden soll (Huang et al., 2002). Dieser 
Antikörper ist jedoch noch nicht im Handel erhältlich. Bei der Untersuchung der Regulation 
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der IL-8-Expression zeigte sich, dass viele Tumorzellen das Chemokin bereits konstitutiv 
exprimieren. Stressfaktoren wie Hypoxie oder Azidose können die Expression von IL-8 noch 
weiter erhöhen. Der Promotor des IL-8-Gens beinhaltet unter anderem eine AP-1- und eine 
NFκB-Bindungsstelle (Mukaida et al., 1994), wobei letztere vor allem für die transkriptionale 
Regulation wichtig ist (Hoffmann et al., 2002). IL-8 kann außerdem an zwei verschiedene 
Rezeptoren, CXCR1 und CXCR2, binden. Dabei scheint hauptsächlich die Aktivierung von 
CXCR2 wichtig für die Progression des Tumorwachstums zu sein (Varney et al., 2006) 
Als funktionelles Homolog des humanen IL-8 wurde das murine MIP-2 beschrieben (Keane 
et al., 1999). Es gehört ebenfalls zur Gruppe der CXC Chemokine und wirkt wie IL-8 
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten (Driscoll et al., 1995). Neben dieser Funktion 
wird es auch im Zusammenhang mit der Induktion von Melanomen und der Förderung des 
Wachstums von Lebermetastasen beschrieben (Kollmar et al., 2006; Yang et al., 2001). 
Genauso wie das humane IL-8 beinhaltet der Promotor des murinen MIP-2 eine NFκB-
Bindungsstelle, die für die LPS-induzierte Expression in Makrophagen und für die 
konstitutive Expression in Melanomzellen verantwortlich ist (Widmer et al., 1993). 
Die Aktivierung des NFκB-Signalwegs spielt neben der Kontrolle der Expression einer 
Vielzahl von Genen, die unter anderem für den Zellzyklus und die Apoptose wichtig sind, 
auch eine zentrale Rolle bei der Initiation und Progression von Tumorerkrankungen. So haben 
Genexpressionsstudien gezeigt, dass der NFκB-Signalweg in humanen Tumoren oft 
konstitutiv aktiviert ist und somit Gene, die für das Fortschreiten der Erkrankung 
entscheidend sind, exprimiert werden (Basseres et al., 2006). Auch in diesem Bereich der 
Forschung gibt es Ansätze, bei denen unter anderem Inhibitoren des NFκB-Signalwegs 
verwenden werden, um Tumorerkrankungen zu behandeln und in den Tumorzellen die 
Apoptose auszulösen (Umezawa, 2006). Dabei kommen von Tumor zu Tumor 
unterschiedliche Schritte der NFκB-Aktivierung als Ziel für die Hemmung in Frage. Die 
meisten bis jetzt erhältlichen Inhibitoren greifen bei der Phosphorylierung von IκBα (IKK-
Inhibitoren), bei der Degradierung von IκBα (Proteasom-Inhibitoren) oder nukleären 
Translokation ein (Sun et al., 2003). Neben der direkten Hemmung der NFκB-Signalwege ist 
ein weiterer Ansatz in der Tumortherapie die Identifizierung tumorspezifischer Schritte der 
NFκB-Aktivierung. Dazu gehört unter anderem die Aktivierung von Zytokinrezeptoren, die 
im Tumorgewebe verstärkt exprimiert werden und die Signale in das Zellinnere über den 
NFκB-Signalweg vermitteln. Mit einer spezifischen Blockade dieser Zytokinrezeptoren 
könnte der NFκB-Signalweg und somit auch das Tumorwachstum gehemmt werden. 
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In unterschiedlichen Studien und Tumormodellen zeigte sich, dass die Aktivierung des LTβR 
eine Rolle im Tumorwachstum zu spielen scheint. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind 
bis dato jedoch nicht eindeutig geklärt. 
Einerseits wird beschrieben, dass die Aktivierung des LTβR mit rekombinantem LTα1β2 in 
Kombination mit IFNγ zum Absterben bestimmter Karzinomzelllinien führt (Browning et al., 
1996). Dieser Effekt konnte auch beobachtet werden, wenn man die Zelllinien zusammen mit 
LIGHT und IFNγ kultiviert (Harrop et al., 1998a). Bei der Verwendung von unterschiedlichen 
LIGHT-Mutanten wurde gezeigt, dass die Interaktion zwischen LIGHT und dem LTβR und 
nicht mit HVEM für die Apoptose der Tumorzellen verantwortlich ist (Rooney et al., 2000). 
Der Mechanismus, der dem Absterben der Karzinomzelllinien zugrunde liegt, ist die 
Anlagerung von TRAF 3 an den LTβR nach dessen Stimulierung. TRAF 3 führt dabei nicht 
wie die anderen TRAF-Proteine zu einer Aktivierung des NFκB-Signalwegs (Takeuchi et al., 
1996), sondern zum LTβR-vermittelten Zelltod (Force et al., 1997; Force et al., 2000). Somit 
kann der LTβR die Apoptose von Zellen auslösen, obwohl er zur zweiten Gruppe der TNFR-
Superfamilie gehört, welche keine Todesdomänen aufweisen. 
Andererseits wurde berichtet, dass die Stimulierung des LTβR in humanen Melanomzelllinien 
zur Aktivierung des NFκB-Signalwegs und zur Proliferation der Tumorzellen führt (Dhawan 
et al., 2008). Vorarbeiten aus unserer eigenen Arbeitsgruppe zeigen außerdem, dass es durch 
die Aktivierung des LTβR auf Maus-Fibrosarkomzellen zu einer erhöhten Expression des 
proangiogenen MIP-2 in vitro kommt. Zusätzlich dazu ist das Wachstum von Tumoren aus 
der Fibrosarkomzelllinie auf Mäusen, die defizient für den Liganden LTα1β2 (LTαβ-/-) sind, 
verlangsamt. Somit führt die Aktivierung des LTβR zu einer Verstärkung des 
Tumorwachstums durch die Induktion von proangiogenem MIP-2 im Maus-Fibrosarkom-
Tumormodell (Hehlgans et al., 2002). 
Neben der Aktivierung des LTβR kann LIGHT auch über seinen zweiten Rezeptor HVEM 
eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort auslösen, die durch zytotoxische T-Zellen 
vermittelt wird. Hierbei spielt nicht die direkte Induktion der Apoptose von Zellen durch 
Inkubation mit LIGHT eine Rolle, sondern „anti-Tumor“ Effekte, die in vivo beobachtet 
wurden. So führte die Expression von LIGHT innerhalb eines Tumors durch eine Injektion 
mit einem speziellen Vektor zu einer Erhöhung der durch zytotoxische T-Zellen vermittelten 
Immunantwort (Tamada et al., 2000b). Damit kann LIGHT über seine kostimulatorischen 
Eigenschaften und seine Bindung an HVEM eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort 
induzieren. 
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1.5 Ziel der Arbeit 
Der LTβR, ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie, interagiert funktionell sowohl mit dem auf 
aktivierten, hämatopoetischen Zellen exprimierten Liganden LTα1β2 als auch mit LIGHT. 
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die Aktivierung des LTβR für das 
Tumorwachstum eine entscheidende Rolle spielt. 
In der vorliegenden Arbeit sollten zunächst die notwendigen Reagenzien zum Nachweis, zur 
Aktivierung und zur Hemmung des LTβR hergestellt werden, um die funktionelle Wichtigkeit 
einer Aktivierung des LTβR im Maus-Tumormodell zu prüfen. 
Mittels shRNA sollte die Expression des LTβR auf Mausfibrosarkomzellen (BFS-1) stabil 
herunter reguliert werden und die Auswirkungen auf die NFκB-Aktivierung und die 
Expression von proangiogenem MIP-2 untersucht werden. Zudem sollte analysiert werden, 
welcher der beiden möglichen NFκB-Signalwege (klassischer oder alternativer) nach der 
Stimulierung des LTβR in den Mausfibrosarkomzellen aktiviert wird. Die beiden Signalwege 
sollten durch Transfektion mit spezifischen Inhibitoren für den klassischen oder den 
alternativen NFκB-Weg gehemmt werden, um den Einfluss der beiden Signalwege auf die 
Expression des proangiogenen MIP-2 in vitro und das Tumorwachstum in vivo zu analysieren. 
Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass die Aktivierung des LTβR auch im humanen System 
eine Rolle beim Tumorwachstum durch die Induktion von proangiogenem IL-8 spielt. In 
diesem Zusammenhang sollte überprüft werden, inwieweit der LTβR auf primären humanen 
Tumorproben (Kolon- und Ovarialkarzinom) exprimiert wird und sich eine IL-8-Expression 
nach der Aktivierung des LTβR induzieren lässt. Für diese Untersuchungen sollten zunächst 
geeignete Antikörper hergestellt werden. Mit diesen Reagenzien sollte sowohl die Expression 
des LTβR auf humanen Tumorzellen und primärem Tumormaterial durchflusszytometrisch 
und immunhistochemisch untersucht und Konsequenzen der LTβR-Aktivierung in 
funktionellen Tests (IL-8-Expression, NFκB-Aktivierung) nachgewiesen werden. Außerdem 
sollte die Frage beantwortet werden, welcher der beiden NFκB-Signalwege bei der Induktion 








Analysenwaage CP 224S     Sartorius, Göttingen 
Bakterienschüttler mit Heizhaube    Vitaris, Baar, Schweiz 
BD LSR II Durchflusszytometer    BD Biosciences, Heidelberg 
BioPhotometer      Eppendorf, Hamburg 
Blotapparatur Fastblot B34     Biometra, Göttingen 
Filmentwickler Optimax Typ TR    MS Laborgeräte, Heidelberg 
Geldokumentation GeneGenius    Syngene, Cambridge, UK 
Gelelektrophorese-Apparaturen    Biorad, München 
Geltrockner Slab Dryer Model 483    Biorad, München 
iCycler (für quantitative PCR)    Biorad. München 
Inkubatoren       Heraeus, Hanau 
Kreisschüttler GFL-3015     Omnilab, Mettmenstetten 
Luminometer Glomax     Promega, Mannheim 
Magnetrührer MR2002     Heidolph, Schwabach 
Microtom HM 400      Leica, Heidelberg 
Microplate Reader Emax     Molecular Devices, München 
Mikroskop Diaplan      Olympus, Hamburg 
Mikroskop Olympus CK2     Olympus, Hamburg 
Mini PROTEAN Electrophoresis System   Biorad, München 
Netzgerät PowerPac 300     Biorad, München 
Netzgerät PowerPack P25 T     Biometra, Göttingen 
Neubauer Zählkammer     Brand, Gießen 
PCR-Gerät MyCycler      Biorad, München 
pH-Meter Inolab      WTW, Weilheim 
Pipetten       Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe accujet pro     Brand, Wertheim 
Proteinaufreinigungsanlage Econo System   Biorad, München 
Schieblehre       Kern, Balingen-Frommern 
Sterilbank HERAsafe KS     ThermoScientific, Karlsruhe 
Stickstofftank       German Cryo, Jüchen 
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Thermoblock Bio TDB-100     Biometra, Göttingen 
ThermoShaker TS-100     Biometra, Göttingen 
Ultraschallstab Sonifier 450     Branson, Danbury, USA 
Vortex MS2 Minishaker     IKA, Staufen 
Waage PJ400       Mettler-Toledo, Gießen 
Wärmeschrank      WTB Binder, Tuttlingen 
Wasserbad TW12      Julabo, Seelbach 
Zentrifuge 5417R,       Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge 5810R      Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Sorvall RC 6     ThermoScientific, Karlsruhe 
Zytozentrifuge Shandon Cytospin 4    ThermoScientific, Karlsruhe 
2.2 Verbrauchsmaterial 
Amersham Hyperfilm ECL     GE Healthcare, München 
Deckgläser (Automat Star)     Engelbrecht, Edermünde 
Dialysemembran Type 20     Biomol, Hamburg 
Eppendorfcups (1,5 ml/ 2 ml)    Eppendorf, Hamburg 
FACS-Röhrchen BD Falcon     BD Biosciences, Heidelberg 
Gewebekulturschalen      Greiner, Frickenhausen 
Glassäule zur Proteinaufreinigung (Ni-NTA)  Biorad, München 
HiTrap Protein G HP Sepharosesäule   GE Healthcare, München 
Kanülen        BD Biosciences, Heidelberg 
Kryoröhrchen       Nunc, Langenselbold 
Mikropistill       Hartenstein, Würzburg 
Mikrotiterplatten Micro Well     Nunc, Langenselbold 
Multiwell-Platten (6, 12, 24, 48 und 96)   BD Biosciences, Heidelberg 
Nitrozellulosemembran     GE Healthcare, München 
Objektträger (geschnitten, Matt-Rand)   Engelbrecht, Edermünde 
Papierfilter für Zytospin     Labonord, Mönchengladbach 
Petrischalen       Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen (10, 200 und 100 µl)    Sarstedt, Nümbrecht 
PVDF Transfermembran Immobilon    Millipore, Schwalbach 
Reaktionsgefäße (15 und 50 ml)    Greiner, Frickenhausen 
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Serologische (sterile) Pipetten (5, 10 und 25 ml)  Sarstedt, Nümbrecht 
Spritzen BD Plastipak     BD Biosciences, Heidelberg 
Sterilfilter 0,2 µm      Sartorius, Göttingen 
Sterilfilter Bottle Top 75 mm Nalgene   Nunc, Langenselbold 
Zellkulturflaschen BD Falcon (25, 75 und 175 cm2) BD Biosciences, Heidelberg 
Zellschaber (25 cm)      Sarstedt, Nümbrecht 
Zellsieb Cell Strainer 40 µm     BD Biosciences, Heidelberg 
2.3 Chemikalien, Medien und Reagenzien 
2-Mercaptoethanol      PAN Biotech, Aidenbach 
Acrylamid/ Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30  Roth, Karlsruhe 
Agarose, elecrophoresis grade    Bio&Sell, Nürnberg 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ampicillin       Roche Diagnostics, Mannheim 
BD OptEIA Substrat Reagent A und B   BD Biosciences, Heidelberg 
Chloroform       Merck, Darmstadt 
Coomassie (Brilliant) Blue Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Merck, Darmstadt 
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DMEM (low glucose) PAA Laboratories, Cölbe 
DNA Standard (100 bp und 1 kb Ladder) New England Biolabs, Frankfurt 
am Main 
DOTAP Liposomal Transfection Reagent Roche Diagnostics, Mannheim 
Entellan Merck, Darmstadt 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Fötales Kälberserum (FKS) PAN Biotech, Aidenbach 
Gentamycin PAN Biotech, Aidenbach 
Hämalaun Merck, Darmstadt 
HAT-Supplement PAN Biotech, Aidenbach 
HT-Supplement PAN Biotech, Aidenbach 
Immersionsöl Immersol 518 F Zeiss, Oberkochen 
Kanamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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Ketaminhydrochlorid 5 % WDT, Garbsen 
Magermilchpulver Granovita, Lüneburg 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Neomycin (G418) PAN Biotech, Aidenbach 
Ni-NTA-Agarose Qiagen, Hilden 
NOWA Solution A und B MoBiTec, Göttingen 
Nukleasefreies Wasser Promega, Mannheim 
Phenol Roth, Karlsruhe 
p-Nitrophenyl-Phosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Polyethylenglycol (PEG) 1500 Roche Diagnostics, Mannheim 
Precision Plus Protein All Blue Standard Biorad, München 
Protein Assay Biorad, München 
Rinderserum Albumin (BSA) PAA Laboratories, Cölbe 
RNAlater Ambion, Huntington, UK 
RPMI 1640 Fertigmedium PAN Biotech, Aidenbach 
TEMED Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Titermax Gold Adjuvant Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
TRIzol Reagent Invitrogen, Karlsruhe 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypsin/EDTA PAN Biotech, Aidenbach 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Xylazinhydrochlorid 2 % cp-pharma, Burgdorf 
Zeocin InvivoGen, San Diego, USA 
 
Alle nicht aufgeführten Lösungsmittel oder Feststoffe wurden von den Firmen Merck 
(Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. 
2.4 Puffer und Lösungen 
Abstopplösung für ELISA     2 N H2S04 
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AP-Substratpuffer für ELISA    9,8 % Diethanolamin 
        24 mM MgCl2 
        (pH 9,8) 
Beschichtungspuffer für ELISA    50 mM NaHCO3 (pH 9,2) 
Blockierlösung für ELISA     1 % BSA in PBS-T oder TBS-T 
Blockierlösung für Western Blot    5 % Magermilchpulver in TBS-T 
Blotpuffer (10x) 2 M Glycin 
 250 mM Tris 
Coomassie-Entfärbelösung 10 % Essigsäure 
 40 % Ethanol 
Coomassie-Färbelösung 10 % Essigsäure 
 40 % Ethanol 
 0,2 % Coomassie Brilliant Blue 
R250 
Einfriermedium für Zellen (2x) 20 % DMSO 
 80 % FKS 
Elutionspuffer für Ni-NTA-Aufreinigung (nativ) 50 mM NaH2PO4 
 300 mM NaCl 
 150 mM Imidazol 
 pH 8,0 (NaOH) 
Elutionspuffer (IgG-Reinigung)    0,1 M Glycin (pH 3,1) 
FACS-Puffer 2 % FKS in PBS 
HBS-Puffer (pH 7,4)      20 mM HEPES 
        150 mM NaCl 
Lämmli-Auftragspuffer (4x) 0,5 M Tris, pH 6,8 
 40 % Glycin 
 0,04 % 2-Mercaptoethanol 
4 % SDS 
0,005 % Bromphenolblau 
Lämmli-Elektrodenpuffer (5x)    120 mM Tris Base 
        0,95 M Glycin 
        0,5 % SDS 
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Loading Dye Solution (6x)     0,25 % Bromphenolblau 
        0,25 % Xylencyanol 
        30 % Glycerol in H2O 
Lysepuffer für Ni-NTA-Aufreinigung (nativ)  50 mM NaH2PO4 
        300 mM NaCl 
        10 mM Imidazol 
        pH 8,0 (NaOH) 
Neutralisationspuffer (IgG-Reinigung)   1 M Tris-HCl (pH 11) 
PBS (pH 7,3)       137 mM NaCl 
        6,5 mM Na2HPO4 x H2O 
        1,5 mM KH2PO4 
        2,7 mM KCl 
PBS-T        0,05 % Tween 20 in PBS-Puffer 
TAE-Puffer       40 mM Tris-Acetat 
        1 mM EDTA 
TBS-Puffer       8 g NaCl 
        0,2 g KCl 
        3 g Tris Base 
        H2Obidest ad 1 l 
TBS-T        0,05 % Tween 20 in TBS-Puffer 
Tris-Puffer für SDS-PAGE     1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
        und 
        0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
Trypanblau-Lösung (pH 7,4)     0,16 % (w/v) Trypan-Blau 
        150 mM NaCl 
Waschpuffer für Ni-NTA-Aufreinigung (nativ)  50 mM NaH2PO4 
        300 mM NaCl 
        20 mM Imidazol 
        pH 8,0 (NaOH) 
 
Zur Herstellung der Puffer und Lösungen wurde zweifach entsalztes Wasser aus der 
Millipore-Anlage MilliQ (Millipore, Schwalbach) verwendet.  
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2.5 Kits  
BCA Protein Assay Kit     Pierce, Rockford, IL, USA 
DAB Substrate Kit Vector Laboratories, Burlingame, 
USA 
Diff-Quick Differential Staining Set Dade Behring, Eschborn 
Dual-Luciferase Reporter Assay System Promega, Mannheim 
ELISA Duo Sets (IL-8 und MIP-2)    R&D Systems, Wiesbaden 
Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Test Kit  AbD Serotec, Düsseldorf 
Mycoplasma Detection Kit     Roche Diagnostics, Mannheim 
Nuclear Extract Kit Active Motif, Rixensart, Belgien 
pGEM-T-Easy Vector System    Promega, Mannheim 
PureYield Plasmid Midiprep System   Promega, Mannheim 
Reverse Transcription System    Promega, Mannheim 
TransAM NFκB Family Kit Active Motif, Rixensart, Belgien 
Vectastain ABC Elite Kit (Rat IgG) Vector Laboratories, Burlingame, 
USA 
Wizard Plus SV Minipreps     Promega, Mannheim 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System   Promega, Mannheim 
2.6 Enzyme 
DNase I       Promega, Mannheim 
iQ SYBR Green Supermix     Biorad, München 
Lysozym       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
M-MLV Reverse Transkriptase    Promega, Mannheim 
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt 
am Main 
T4 DNA-Ligase      Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq-DNA-Polymerase     Roche Diagnostics, Mannheim 
2.7 Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) 
synthetisiert. Die Primer wurden bei der PCR mit einer Verdünnung von 1:10 einsetzt, was 
einer Endkonzentration von 10 pmol/ml entspricht. 
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Oligonukleotid Sequenz 
18 S-3´ 5´ CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG 3´ 
18 S-5´ 5´ GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT 3´ 
beta-Actin fw 5´ TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT 3´ 
beta-Actin rev 5´ CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC 3´ 
huHVEM-for 5´ GAG GCT GGT GCT GTA TCT 3´ 
huHVEM-rev 5´ GAC TAC ATC ACC CCT TGG 3´ 
huIL-8-3´ 5´ TGG AGT ATG TCT TTA TGC ACT GA 3´ 
huIL-8-5´ 5´ GCT CTC TTG GCA GCC TTC CT 3´ 
huLTbR for (285) 5´ GCG GTG CCT CCA TAT GCG T 3´ 
huLTbR rev (515) 5´ CAT CAC TGG GTC ACA GGG GC 3´ 
huLTBR_for 5´ AAC GGA TCC GCG CGG TGC CTC CAT ATG C 3´ 
huLTBR_rev 5´ GGC AAG CTT GGT TCC TGA CAT CTC TGG GGG 3´ 
IkBalpha for neu 5´ TTG GAT CCA TGT TTC AGC CAG 3´  
 IkBalpha rev Xho I 5´ GGC TCG AGT TAT AAC GTC AGA CG 3´ 
pQE for  5´ GTA TCA CGA GGC CCT TTC GTC T 3´ 
pQE rev 5´ CAT TAC TGG ATC TAT CAA CAG GAG 3´ 
SP6-Promotor 5´ ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA 3´ 
T7-Promotor 5´ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3´ 
 
Die Primer für den Nachweis der HVEM-Expression in den humanen Zelllinien wurden von 
der Firma SABiosciences bezogen. 
2.8 Plasmide 
pcDNA3.1, Expressionsvektor    Invitrogen, Karlsruhe 
pcDNA3-hLTβR      eigene Herstellung 
pCS3MT-NIK (KK429-430AA) Arbeitsgruppe von David Wallach 
pGEM-T-Easy, Vektor für Zwischenklonierungen  Promega, Mannheim 
pGL2-NFκB, Firefly-Luciferase-Reporter-Vektor  Mitchell et al., 1995 
phRL-TK, Renilla-Luciferase-Vektor   Promega, Mannheim 
pKS (+) Bluescript-IκBα-gl. T7 M9493 S32A/S36A Arbeitsgruppe von Falk Weih 
pQE-32, Expressionsvektor     Qiagen, Hilden 
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psiRNA-7SKgz-mLTβR     InvivoGen, San Diego, USA 
psiRNA-7SKgz-scramble     InvivoGen, San Diego, USA 
2.9 Antikörper 
Anti-huLTβR, Klon31G4D8 (Maus)    BioLegend, San Diego, USA 
Anti-Maus FcγR II/III, Klon 24G2 (Ratte)   eigene Herstellung 
Anti-Maus IgG (whole molecule) POX (Ziege)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Maus IgG (γ-chain-specific) AP (Ziege)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Maus Immunglobulins FITC (Kaninchen) Dako, Hamburg 
Anti-Maus LTβR (IgG2a), Klon 5G11b (Ratte) eigene Herstellung 
Anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (Ziege) Molecular Probes Invitrogen, 
Karlsruhe 
Anti-RGS His (4) (Maus)     Qiagen, Hilden 
2.10  Bakterienstämme 
E. coli DH10B      Invitrogen, Karlsruhe 
E. coli M15 [pREP4]      Qiagen, Hilden 
2.11  Zelllinien 
Zelllinie (Referenz) Beschreibung Kultur 
A375 (CRL-1619) Humane Melanomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
BFS-1 
(Mannel et al., 1979) 
Maus-Fibrosarkomzelllinie, methylcholan-
threninduziert, adhärent  
RPMI 1640, 10 % FKS 
Caco-2 (HTB-37) Humane Kolonkarzinomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
Caov-3 (HTB-75) Humane Ovarialkarzinomzelllinie, adhärent DMEM, 10 % FKS 
HCT 116 (CCL-247) Humane Kolonkarzinomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
LoVo (CCL-229) Humane Kolonkarzinomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
OVCAR-3 (HTB-161) Humane Ovarialkarzinomzelllinie, adhärent DMEM, 10 % FKS 
OAW42  
(Wilson, 1984) 
Humane Ovarialkarzinomzelllinie, adhärent DMEM, 10 % FKS 
SK-OV-3 (HTB-77) Humane Ovarialkarzinomzelllinie, adhärent DMEM, 10 % FKS 
SP2/0-Ag14  
(CRL-8287) 
Maus-Myelomzelllinie, in Suspension RPMI 1640, 10 % FKS 
SW48 (CCL-231) Humane Kolonkarzinomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
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SW480 (CCL-228) Humane Kolonkarzinomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
WiDr (CCL-218) Humane Kolonkarzinomzelllinie, adhärent RPMI 1640, 10 % FKS 
 
2.12 Versuchstiere 
C57BL/6 Wildtyp      Charles River, Sulzfeld 
BALB/c Wildtyp      Charles River, Sulzfeld 
2.13  Software und Internet-Ressourcen 
Diese Arbeit wurde mit Microsoft Office Word 2007 angefertigt. Die Erstellung der Graphen 
erfolgte entweder mit Microsoft Office Excel 2007 oder mit GraphPad Prism Version 4.0a. 
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten fand mit WinMDI 2.8 oder mit BD 
FACSDiva statt. Das Literaturverzeichnis wurde mit dem Programm Reference Manager 10 
erstellt. Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 4.0a 
durchgeführt. Außerdem fanden folgende Internet-Ressourcen Verwendung: 
Ensembl Genome Browser   http://www.ensembl.org/index.html 
Pubmed     http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/ 
2.14  Sonstiges 
rhuLIGHT (S2-exprimiert)     eigene Herstellung 
huLTβR-Ig (S2-exprimiert)     eigene Herstellung 
Mausserum       eigene Herstellung 
mLTβR-Ig (S2-exprimiert)     eigene Herstellung 
Ratten-IgG       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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3 Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Bakterienkultur 
Für alle Klonierungsschritte wurden Bakterien des Stammes E. coli DH10B verwendet. Die 
Anzucht der Bakterien erfolgte auf LB-Agarplatten im Brutschrank oder in LB-
Flüssigmedium im Schüttler bei 220 rpm und 37°C. Zur Selektion der transformierten 
Bakterien wurden die Nährmedien mit Ampicillin in einer Konzentration von 200 µg/ml 
versetzt. Bei der Kultur der E. coli M15, die für die Expression der extrazellulären Domäne 
(EZD) des LTβR verwendet wurden, musste zur Selektion zusätzlich zum Ampicillin (200 
µg/ml) auch Kanamycin (25 µg/ml) zugegeben werden.  
3.1.2 Einfrieren von Bakterienkulturen 
Eine logarithmisch wachsende E. coli-Kultur wurde im Verhältnis 1:2 mit 87 % Glycerin 
versetzt und bei –80°C eingefroren. 
3.1.3 Transformation 
Für die Transformation wurden chemisch kompetente Bakterien (E. coli DH10B oder M15) 
langsam auf Eis aufgetaut und bis zu 10 µl des Ligationsansatzes zugegeben. Diese Mischung 
wurde 20 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme des Plasmids erfolgte durch einen 
Hitzeschock bei 42˚C für 60 s. Anschließend wurden die Zellen 15 min auf Eis gestellt und 
danach 800 µl LB-Medium ohne Antibiotika hinzugefügt. Nach einstündigem Schütteln bei 
37˚C wurden die Bakterien kurz abzentrifugiert und in 100 µl des Überstandes durch Auf- 
und Abpipettieren gelöst. Diese Suspension wurde dann auf vorgewärmte LB-Platten mit den 
entsprechenden Antibiotika zur Selektion ausplattiert und über Nacht bei 37˚C inkubiert. 
3.1.4 Arbeiten mit DNA 
3.1.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte entweder mit dem Wizard Plus SV 
Miniprep-Kit oder mit dem PureYield Plasmid Midiprep-Kit (beide Promega). Dabei wurde 
entsprechend den Protokollen des Herstellers vorgegangen. Die gereinigte Plasmid-DNA 
wurde in nukleasefreiem Wasser gelöst und bei –20°C gelagert. 
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3.1.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. Hierbei kamen für jedes gewünschte PCR-Produkt 
spezifische Primer zum Einsatz. Die Oligonukleotide, die für die Amplifikation von 
Klonierungsfragmenten benötigt wurden, waren zumeist mit terminalen Sequenzen für 
Restriktionsendonukleasen versehen. Die Reaktion fand in einem Volumen von 50 µl statt. 
Folgender Reaktionsansatz wurde jeweils pipettiert: 
   DNA     1-5 µl 
   10x Puffer    5 µl 
   5´-Primer (10 µM)   1 µl 
   3´-Primer (10 µM)   1 µl 
   dNTPs (10 mM)   1 µl 
   Taq-DNA-Polymerase  1 µl 
   Nukleasefreies Wasser  ad 50 µl 
Nach einem anfänglichen Denaturierungsschritt von 5 min bei 95°C wurden im Normalfall 35 
Zyklen des folgenden Reaktionsschemas durchlaufen: 
  DNA-Denaturierung   95°C, 1 min 
  Primerannealing   Temperatur je nach Primer, 1 min 
  Elongation    72°C, 30 s bis1 min 
Als Abschluss der PCR-Reaktion erfolgte ein Elongationsschritt für 7 min bei 72°C. Die so 
gewonnenen DNA-Fragmente wurden anschließend mittels Agarosegelelektrophorese 
analysiert. 
3.1.4.3 Agarosegelelektrophorese 
Mittels Agarosegelelektrophorese können DNA-Fragmente im elektrischen Feld voneinander 
getrennt werden, da sie je nach ihrer Größe unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten 
aufweisen. 
Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in Agarosegelen mit einer Konzentration von 
0,8-1 % (w/v). Die Agarose wurde dafür in 1x TAE-Puffer aufgekocht und in die 
Gelapparatur gegossen. Nach Polymerisierung wurde das Gel mit 1x TAE-Puffer in der 
Laufkammer überschichtet. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 6x Ladepuffer 
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Zur Abschätzung der Größe der Fragmente wurde 
zusätzlich ein entsprechender Längenstandard (100 bp oder 1 kb DNA-Ladder, NEB) 
verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei einer elektrischen Spannung 
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von 5-10 V/cm. Durch Zugabe von Ethidiumbromid (0,5 µg/ml Gel) in das noch flüssige 
Agarosemedium konnten die DNA-Banden nach dem Gellauf unter UV-Licht sichtbar 
gemacht werden. 
Für die analytische Elektrophorese wurden die Gele mit dem Dokumentationssystem 
GeneGenius (Syngene) fotografiert. Zur weiteren Verwendung der Proben wurden die 
gewünschten DNA-Banden auf dem UV-Schirm mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und 
in ein Eppendorfcup überführt. 
3.1.4.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die ausgeschnittenen DNA-Fragmente wurden mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System der Firma Promega entsprechend dem Benutzerhandbuch aufgereinigt und mit 20-50 
µl nukleasefreiem H2O eluiert. 
3.1.4.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
Bei der Ligation von PCR-Produkten setzte sich der Ansatz nach folgendem Pipettierschema 
zusammen: 
aus Gel gereinigtes PCR-Produkt   1-3 µl 
2x Ligationspuffer für T4 DNA-Ligase  5 µl 
pGEM-T-Easy Vektor (50 ng)   1 µl 
T4 DNA-Ligase (3 Weiss units/µl)   1 µl 
H2O       ad 10 µl 
Alle anderen Ligationen wurden nach folgendem Ansatz bei einem Gesamtvolumen von 20 µl 
und einem Verhältnis von Vektor zu Insert von 1:3 durchgeführt: 
Vektor       x µl 
Insert       x µl 
10x Ligationspuffer für T4 DNA-Ligase  2 µl 
T4 DNA-Ligase     1 µl 
H2O       ad 20 µl 
Die Ligationsansätze wurde entweder bei RT für 1 h oder bei 4˚C über Nacht inkubiert. 
3.1.4.6 Restriktionsverdau von DNA 
Zur Überprüfung von Konstrukten wurden Kontrollverdaue mit einem Reaktionsvolumen von 
10 µl, zur Gewinnung von DNA-Fragmenten für Klonierungen wurden präparative Verdaue 
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mit einem Gesamtvolumen von 20 µl durchgeführt. Dabei richtete sich die Menge an 
zugegebenem Puffer und Enzym nach den Angaben des Herstellers. 
3.1.4.7 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
Die Sequenzierung der hergestellten DNA-Vektoren wurde bei der Firma Geneart in 
Regensburg durchgeführt. Hierzu wurden 300 ng Plasmid mit 1 pmol Sequenzierprimer 
vermischt und mit nukleasefreiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 µl gebracht.  
3.1.4.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Bestimmung der DNA- und der RNA-Konzentration erfolgte mittels eines Photometers 
(Eppendorf). Dabei wurden die Nukleinsäuren in einem Verhältnis von 1:50 bis 1:100 
verdünnt und bei einer Wellenlänge von 260 nm vermessen. 
3.1.5 Arbeiten mit RNA 
3.1.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen 
Für die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen wurde ein Pellet von ca. 1 x 106 bis 1 x 107 
Zellen in 1 ml TRIzol resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl 
Chloroform wurde das Gemisch kräftig geschüttelt und anschließend 3 min bei RT stehen 
gelassen. Nach zweimaliger Wiederholung erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 12000 g und 
4°C für 15 min. Die entstandene obere klare Phase wurde in ein neues Eppendorfcup 
überführt und mit 500 µl Isopropanol vermischt. Nach einem zehnminütigen 
Inkubationsschritt bei RT und einer anschließenden Zentrifugation bei 12000 g und 4°C für 
10 min wurde der Überstand abpipettiert. Das entstandene Pellet wurde mit 70 % Ethanol 
versetzt (Verdünnung hergestellt mit nukleasefreiem Wasser) und für 5 min bei 7500 g und 
4°C zentrifugiert. Nach der Lufttrocknung wurde die RNA in 50 µl nukleasefreiem Wasser 
gelöst und bei -80°C gelagert. 
3.1.5.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Tumorgewebe 
Das Tumorgewebe wurde sofort nach Erhalt oder nach einer zweistündigen Stimulation (siehe 
3.2.8) bis zur weiteren Verwendung in 500 µl RNAlater gegeben und bei -80°C gelagert. 
Für die Isolierung der Gesamt-RNA wurde die RNAlater-Lösung wieder entfernt, das 
Gewebe mit nukleasefreiem Wasser gewaschen und 500 µl TRIzol hinzugefügt. Um eine 
relativ homogene Suspension zu erhalten, wurde das Tumorgewebe mit einem Mikropistill 
zerkleinert und durch Auf- und Abziehen der Lösung mit einer Spritze noch besser 
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resuspendiert. Anschließend wurde erneut 500 µl TRIzol zum zerkleinerten Gewebe 
hinzupipettiert und 7 min bei RT stehen gelassen. Danach erfolgte die Zugabe von 200 µl 
Chloroform, welches durch zehnfaches Invertieren mit dem TRIzol vermischt wurde. Nach 
weiteren 10 min bei RT wurde die Suspension bei 13400 g und 4°C für 15 min zentrifugiert. 
Dabei entstanden zwei Phasen. Die obere wurde in ein frisches Eppendorf-Cup überführt, im 
Verhältnis 1:1 mit eiskaltem Isopropanol vermischt (ebenfalls durch Invertieren) und bei        
-20°C für mindestens 30 min inkubiert. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt von 15 
min bei 13400 g und 4°C wurde der Überstand verworfen und das erhaltene Pellet mit 500 µl 
eiskaltem 70 % Ethanol (96 % Ethanol verdünnt mit nukleasefreiem Wasser) gewaschen. 
Schließlich erfolgte eine kurze Lufttrocknung der gewonnen RNA, welche in 50-100 µl 
nukleasefreiem Wasser gelöst wurde. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei         
-80°C gelagert. 
3.1.5.3 Reverse Transkription (RT) 
Bei der reversen Transkription wird eine RNA-abhängige DNA-Polymerase (reverse 
Transkriptase) verwendet. Sie synthetisiert DNA-Kopien eines RNA-Moleküls 
(complementary DNA oder cDNA). Für die reverse Transkription wurde 1 µg der isolierten 
Gesamt-RNA aus Zellen (siehe 3.1.5.1) oder Tumorgewebe (siehe 3.1.5.2) mit 1 µg OligodT-
Primer versetzt und auf 14 µl mit nukleasefreiem Wasser aufgefüllt. Um Sekundärstrukturen 
des RNA-Templates aufzulösen, wurde der Ansatz für 5 min bei 70°C erhitzt und 
anschließend wieder auf Eis abgekühlt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 5 µl M-MLV 
5x Reaction Buffer, 5 µl 10 mM dNTPs und 1 µl M-MLV RT (200 units). Da OligodT-Primer 
Verwendung fanden, wurde die Reaktionsmischung für 60 min bei 42°C inkubiert. 
Schließlich wurde der Ansatz für 5 min auf 95°C erhitzt, wieder abgekühlt und bis zur 
weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Soweit nicht anders angegeben, wurden für eine 
Standard-PCR 2 µl der hergestellten cDNA eingesetzt. 
3.1.5.4 Quantitative PCR (qPCR) 
Mit der sogenannten real time PCR kann man die Akkumulation amplifizierter Produkte 
bereits während des Reaktionsprozesses, also in der „realen Zeit“, verfolgen. Wird dabei auch 
die Menge der anfänglich vorhandenen DNA-Kopien eines Zielgens bestimmt, spricht man 
speziell von der quantitativen PCR. Die Detektion des PCR-Produkts während der 
Amplifikation ist durch die Zugabe eines fluoreszierenden Moleküls, wie z.B. SYBR Green, 
möglich. Dies ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der unspezifisch an doppelsträngige DNA bindet 
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und durch Anregung bei 498 nm Licht der Wellenlänge 522 nm emittiert. Dabei ist das 
Fluoreszenzsignal, das man bei jedem Reaktionszyklus erhält, proportional zur Menge an 
vorhandener DNA, d.h. je stärker das Fluoreszenzsignal ist, desto mehr PCR-Produkt ist in 
der Reaktion amplifiziert worden. 
Die quantitative PCR von IL-8 im humanen Tumorgewebe wurde mittels eines iCyclers von 
Biorad durchgeführt. Dabei fand der iQ SYBR Green Supermix (ebenfalls von Biorad) 
Verwendung, der bereits Puffer, DNA-Polymerase, dNTPs und den SYBR Green-Farbstoff 
beinhaltet.  
Für die qPCR wurde pro Probe folgender Ansatz pipettiert: 
cDNA (= 40ng)   5 µl 
   5´-Primer    1 µl 
   3´-Primer    1 µl 
   iQ SYBR Green Supermix  12,5 µl 
Wasser    5,5 µl 
Der PCR-Cycler wurde folgendermaßen programmiert: 
    3 min    95°C 
    10 s   95°C 
    30 s   60°C 
    1 min   95°C 
Am Ende der Reaktion wurde eine Schmelzkurve von 55-95°C mit einer Erhöhung von 0,5°C 
pro 30 s aufgenommen. Dadurch kann man feststellen, ob bei der PCR-Reaktion tatsächlich 
nur ein Produkt amplifiziert wurde. 
Im Anschluss an die PCR wird in einem sogenannten Amplifikationsplot die Anzahl der 
Zyklen auf der x-Achse gegen die Fluoreszenzintensität auf der y-Achse aufgetragen. Dann 
wird aus der Hintergrundfluoreszenz ein Schwellenwert für die Fluoreszenz der Proben 
berechnet. Der Zyklus, bei dem zum ersten Mal genug amplifiziertes Produkt vorhanden ist, 
um ein Fluoreszenzsignal zu erhalten, das über dem Schwellenwert liegt, wird als threshold 
cycle oder CT bezeichnet. Damit können die im Ausgangsmaterial vorhandenen cDNA-
Mengen in den verschiedenen Proben verglichen werden. Ist der CT-Wert klein, dann sind nur 
wenige Zyklen notwendig, um den Schwellenwert zu überschreiten. Somit war eine größere 
Menge der Ziel-cDNA in der Probe vorhanden. Bei großen CT-Werten ist die Anzahl der 
gesuchten cDNA-Kopien hingegen gering. Um sicherzustellen, dass bei allen Proben eine 
gleiche Ausgangsmenge an cDNA vorhanden ist, werden die Daten zusätzlich auf ein 
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Referenzgen normalisiert, welches nicht reguliert ist. In der vorliegenden Arbeit war das die 
ribosomale 18S-RNA. Außerdem legt man innerhalb der getesteten Proben einen Kalibrator 
fest, der als 1 definiert wird und in dieser Arbeit unbehandeltes Tumorgewebe darstellt. Die 
Expression des Zielgens wird schließlich als Zu- oder Abnahme relativ zum Kalibrator 
angegeben. Bei allen Proben wurden Triplikate analysiert. Die Auswertung der Ergebnisse 
erfolgte nach der Berechnungsmethode von Pfaffl (Pfaffl, 2001). 
3.1.6 Arbeiten mit Proteinen 
3.1.6.1 Expression der extrazellulären Domäne (EZD) des huLTβR in E. coli 
Zur Expression des huLTβR in E. coli wurde die EZD des huLTβR im pQE-32-Vektor in 
M15-Zellen transformiert. Diese besonderen Bakterien tragen ein zusätzliches Plasmid 
(pREP-4) mit einer Kanamycinresistenz, das den lacI-Repressor konstitutiv exprimiert, so 
dass eine „leaky“-Expression der Proteine verhindert wird. Erst durch die Zugabe von IPTG 
wird diese Blockade aufgehoben. 
Mit einer 3 ml Vorkultur wurde zunächst 100 ml LBAmp/Kan-Medium angeimpft und die 
Bakterien bis zu einer OD von ca. 0,6 bei 37˚C angezogen. Danach wurde eine Probe 
entnommen (100 µl), die als nicht induzierte Kontrolle diente. Der Ansatz wurde dann geteilt: 
die eine Hälfte wurde durch Zugabe von IPTG bis zur Endkonzentration von 1 mM induziert, 
die andere Hälfte blieb ohne IPTG. Nach der Inkubation bei 37˚C für 5 h erfolgte die 
Entnahme von jeweils 100 µl der Bakteriensuspension, welche anschließend abzentrifugiert 
und das Pellet in 50 µl 4x Lämmli-Auftragspuffer gelöst wurde. Nach einem fünfminütigen 
Inkubationsschritt bei 95°C wurden die Proben zur Überprüfung der Expression des Proteins 
auf einem SDS-Gel aufgetrennt. 
Für die Proteinextraktion wurde ein größerer Ansatz von 500 ml mit einer Vorkultur 
angeimpft und mit IPTG induziert. Die Inkubation der Bakterien erfolgte hierbei ebenfalls für 
5 h bei 37°C. Im Anschluss daran wurde die Suspension 20 min bei 4°C und 4000 g 
abzentrifugiert. Bis zur Proteinextraktion erfolgte die Lagerung des Bakterienpellets bei          
-20°C. 
3.1.6.2 Proteinextraktion aus E. coli 
Die Extraktion und anschließende Aufreinigung der EZD des huLTβR aus E. coli erfolgte 
unter nativen Bedingungen. Zunächst wurde das Bakterienpellet (siehe 3.1.6.1) langsam auf 
Eis aufgetaut und mit 5 ml Lysepuffer pro Gramm Bakterien resuspendiert. Durch Zugabe 
von Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml), einer 30minütigen Inkubation auf Eis und einem 
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Ultraschallschritt von 10 x 10 s bei einer Power von 70 % mit einem Sonifier 450 (Branson) 
wurden die Bakterien lysiert. Um die Viskosität des Lysats zu verringern, erfolgte ein 
zusätzlicher DNase I-Verdau. Hierbei wurde DNase I bis zu einer Endkonzentration von        
5 µg/ml zugegeben und die Suspension für 15 min auf Eis gestellt. Mit einem abschließenden 
Zentrifugationsschritt (10000 g, 4°C, 30 min) wurden die Zellreste entfernt. Der Überstand 
fand für die Aufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose Verwendung. 
3.1.6.3 Reinigung der EZD des huLTβR mittels Ni-NTA-Agarose 
Der aus der nativen Lyse der Bakterien erhaltene Extrakt (siehe 3.1.6.2) wurde mit Ni-NTA-
Agarose in einem Verhältnis von 1 ml Agarose auf 4 ml Extrakt versetzt und 1 h bei 4°C 
geschüttelt. Bei diesem Schritt binden die Proteine an die Ni-NTA-Agarose. Anschließend 
erfolgte die Beladung einer Glassäule (Biorad) mit dem die Ni-NTA-Agarose enthaltenden 
Lysat. Das Säulenmaterial wurde zweimal mit Waschpuffer (jeweils ungefähr dreifaches 
Säulenvolumen) gewaschen und der Durchlauf gesammelt. Danach erfolgte die Elution des 
Proteins mittels Elutionspuffer. Dafür wurde das Säulenmaterial vier- bis sechsmal mit dem 
einfachen Säulenvolumen versetzt und die Eluate in Eppendorfcups gesammelt. Für die 
Analyse der Proteinaufreinigung mittels SDS-Page wurde von allen Durchlauf- und 
Elutionsfraktionen ein Aliquot entnommen, mit 4x Lämmli-Auftragspuffer vermischt und bei 
95°C für 5 min aufgekocht. Die Elutionsfraktionen, die das Protein enthielten, wurden für die 
weitere Verwendung vereinigt und über Nacht bei 4°C gegen 1x PBS dialysiert. 
3.1.6.4 Isolierung von nukleären Proteinextrakten aus BFS-1-Zellen 
Zur Gewinnung nukleärer Proteinextrakte aus BFS-1-Zellen wurde der Nuclear Extract Kit 
(Active Motif) verwendet. Dabei erfolgte die Durchführung entsprechend den Angaben des 
Herstellers. 
3.1.6.5 Messung der Proteinkonzentration 
Bei der Messung der Proteinkonzentration wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. 
Die Konzentrationsbestimmung der nukleären Extrakte aus BFS-1-Zellen wurde mittels des 
Protein-Assays von Biorad durchgeführt, der auf dem Bradford-Test basiert. Für die Messung 
wurde zunächst ein Volumen eines Färbereagenz-Konzentrats mit vier Volumen 
entionisiertem Wasser versetzt, um das Färbereagenz zu erhalten. Anschließend erfolgte die 
Verdünnung der Proteinproben im Verhältnis 1:5 mit Wasser, wovon wiederum 5 µl mit    
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250 µl Färbereagenz vermischt wurden. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden die 
Proben in einem Photometer (Eppendorf) bei einer Wellenlänge von 595 nm vermessen. 
Die Konzentrationsbestimmung anderer Proteine, wie z.B. der gereinigten EZD des LTβR, 
wurde mit Hilfe des BCA-Proteinassays von Pierce durchgeführt. Dabei wurde entsprechend 
dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Die Vermessung der Proben erfolgte mit dem 
Microplate Reader Emax (Molecular Devices) bei einer Wellenlänge von 540 nm. 
Bei beiden Methoden wurde jeweils eine BSA-Standardkurve mitgeführt. 
3.1.6.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Durch die SDS-PAGE werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld 
aufgetrennt (Laemmli, 1970). In dieser Doktorarbeit wurde das Mini PROTEAN 
Electrophoresis System der Firma Biorad verwendet. Zunächst erfolgte das Gießen eines   
12,5 %igen Trenngels, welches mit Butanol überschichtet wurde. Nach der Polymerisation 
des Gels wurde die Butanol-Phase entfernt, das Sammelgel (4 %) über das Trenngel gegossen 
und ein Kamm eingefügt. Die zu analysierenden Proben wurden mit 4x Lämmli-
Auftragspuffer versetzt und für 5 min bei 95°C aufgekocht. Nach der Polymerisation des 
Sammelgels wurde der Kamm entfernt, die Geltaschen mit den entsprechend vorbereiteten 
Proben und dem Standard beladen und die elektrophoretische Auftrennung bei einer 
Stromstärke von ca. 35 mA durchgeführt. Nach dem Lauf erfolgte die direkte Färbung des 
Gels mit Coomassie-Lösung oder das Blotten der Proteine auf eine PVDF-Membran (Western 
Blot). 
3.1.6.7 Coomassie-Färbung 
Zur Detektion von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen oder auf PVDF-Membranen nach einem 
Western Blot wurde eine Färbung mit Coomassie-Blau durchgeführt. Die Gele oder 
Membranen wurden dabei für ca. 1 h in Coomassie-Färbelösung geschwenkt und 
anschließend über Nacht entfärbt. 
3.1.6.8 Western Blot 
Zur Detektion der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mittels Western Blot wurden 
diese auf eine PVDF-Membran transferiert (Towbin et al., 1979). Dazu wurde zunächst ein 
Stück einer PVDF-Membran in der Größe des Gels kurz in Methanol geschwenkt, 
anschließend 2 min in Wasser gelegt und für weitere 5 min in 1x Blotpuffer inkubiert. Zwei 
Whatmanpapierstücke wurden ebenfalls mit 1x Blotpuffer getränkt. Für den Aufbau des Blots 
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wurde zunächst ein vorbereitetes Stück Whatmanpapier luftblasenfrei auf die Anodenplatte 
der Blotapparatur gelegt. Anschließend wurde darauf die vorbehandelte PVDF-Membran, 
dann das ebenfalls in Blotpuffer getränkte SDS-Gel und als Abschluss das zweite Stück 
Whatmanpapier luftblasenfrei gegeben. Die Apparatur wurde mit der Kathodenplatte 
geschlossen. Der Proteintransfer erfolgte durch Anlegen einer elektrischen Spannung für 1 h 
bei 1,0 mA pro cm2. 
Nach dem Proteintransfer wurde die Membran in TBS-T mit 5 % Magermilchpulver für eine 
Stunde bei RT oder über Nacht bei 4°C blockiert. Zur Detektion der Proteine auf der 
Membran wurde diese in TBS-T mit 5 % Magermilchpulver und dem entsprechend 
verdünnten Antikörper für eineinhalb Stunden bei RT geschwenkt. Anschließend erfolgten ein 
Waschschritt (dreimal für 5min mit TBS-T) und die Inkubation der Membran mit einem 
sekundären Peroxidase (POX)-gekoppelten Antikörper (verdünnt in TBS-T mit 5 % 
Magermilchpulver) für 30 min. Nach einem weiteren dreimaligen Waschschritt erfolgte die 
Detektion mittels NOWA A und B Lösung. Dabei wurden die Lösungen im Verhältnis 1:1 
vermischt und auf die Membran gegeben. Die dadurch hervorgerufene 
Chemilumineszenzreaktion wurde durch das Auflegen eines Films sichtbar gemacht. Die 
Dauer der Filmexposition variierte zwischen 30 s und 5 min. 
3.1.6.9 Dot Blot 
Für den Dot Blot wurde zunächst eine Proteinlösung punktförmig direkt auf eine trockene 
Nitrozellulosemembran aufgebracht. Nach einem Trocknungsschritt wurde die Membran über 
Nacht bei 4°C mit 5 % Magermilchpulver in TBS-T blockiert. Die Durchführung der 
Detektion der Proteine mit Hilfe von Antiköpern erfolgte wie beim Western Blot. 
3.1.7 „Enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) 
Bei einem ELISA wird ein Antigen entweder direkt an eine Mikrotiterplatte gebunden und 
mittels eines Antiköpers nachgewiesen oder man verwendet das sogenannte „Sandwich-
Prinzip“. Dabei wird die Mikrotiterplatte zunächst mit einem „Fang-Antikörper“ beschichtet. 
Nach einem Blockierungsschritt, der unspezifische Bindungen verhindern soll, wird die 
antigenhaltige Probenlösung, so z.B. Überstand aus einer Zellkultur, auf die Platte gegeben. 
Während einer entsprechenden Inkubationszeit soll das Antigen an den „Fang-Antikörper“ 
binden und kann anschließend mit einem Sekundärantikörper detektiert werden. Dieser ist 
dabei meist mit einem Enzym gekoppelt, welches entweder Peroxidase (POX) oder alkalische 
Phosphatase (AP) ist. Bei einem nicht-konjugierten Zweitantikörper wird zur Detektion ein 
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dritter Antikörper mit einer Enzymmarkierung verwendet. Eine weitere Möglichkeit der 
Konjugation von Antikörpern ist die Biotinylierung, die entweder mit einem Streptavidin-
POX- oder einem Streptavidin-AP-Komplex nachgewiesen werden kann. Zur Detektion der 
Menge an gebundenem Antigen wird ein geeignetes chromogenes Substrat verwendet, das 
photometrisch bei 405 nm oder 450 nm vermessen wird. 
3.1.7.1 ELISA zur Bestimmung von Immunglobulintitern im Mausserum 
Für die Bestimmung der Immunglobulintiter im Mausserum wurde das Antigen (huLTβR-Ig 
aus Drosophila-S2-Zellen) zunächst mit Beschichtungspuffer auf eine Konzentration von       
1 µg/ml gebracht, 100 µl dieser Lösung in jedes Well pipettiert und über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Anschließend folgte ein Waschschritt mit TBS-T (dreimal 300 µl pro Well). 
Danach wurde 200 µl Blockierlösung (1 % BSA in TBS-T) pro Well für 1 h auf die ELISA-
Platte gegeben, um unspezifische Bindungen abzusättigen. Nach einem weiteren Waschschritt 
(siehe oben) wurden log2-Verdünnungen des Serums der immunisierten Mäuse (ausgehend 
von 1:100) in 0,1 % BSA-TBST hergestellt und in Triplikaten auf die Platte aufgetragen. 
Hierbei wurden 100 µl Verdünnungslösung pro Well verwendet und für 2 h bei RT inkubiert. 
Nach erneutem dreimaligem Waschen (siehe oben) folgte der Detektionsantikörper anti-
Maus-IgG-AP (γ-chain-specific), der spezifisch nur Immunglobuline vom Typ IgG erkennt. 
Dieser Antikörper wurde 1:30000 in 0,1 % BSA-TBST verdünnt und für 90 min bei RT auf 
der Mikrotiterplatte belassen (100 µl/Well). Danach wurde erneut dreimal gewaschen (siehe 
oben) und anschließend jeweils 100 µl Substratlösung (p-Nitrophenyl-Phosphat in AP-
Substratpuffer) in jedes Well gegeben. Nach der Entwicklung der Farbreaktion bis zu einer 
ausreichend starken Gelbfärbung wurde die Mikrotiterplatte bei einer Wellenlänge von       
405 nm im ELISA-Reader Emax (Molecular Devices) vermessen 
3.1.7.2 ELISA zur Austestung der Hybridomüberstände 
Für den ELISA zur Austestung der Antikörperproduktion der Hybridome wurde im 
Wesentlichen das Protokoll zur Bestimmung der Immunglobulintiter verwendet (siehe 
3.1.7.1). Für die Bindung des Antigens über Nacht bei 4°C wurde eine Konzentration von      
2 µg/ml huLTβR-Ig in Beschichtungspuffer gewählt. Anstatt der Serumverdünnungen wurde 
jeweils 100 µl des Überstandes der zu testenden Hybridome verwendet und über Nacht bei 
4°C inkubiert. Ein weiterer Unterschied war die geringere Verdünnung des 
Sekundärantikörpers, die bei 1:10000 in 0,1 % BSA-TBST lag. Alle weiteren Arbeitsschritte 
entsprachen dem Protokoll in 3.1.7.1. 
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3.1.7.3 ELISA zur Quantifizierung von IL-8 und MIP-2 
Für die Quantifizierung der Konzentration der beiden Chemokine IL-8 und MIP-2 in 
Zellkulturüberständen wurden die entsprechenden ELISA Duo Sets von R&D Systems 
verwendet. Die Proben wurden unverdünnt oder bis zu einer Verdünnung von 1:5 eingesetzt. 
Dabei erfolgte die Durchführung nach dem Protokoll des Herstellers. 
3.1.8 Luciferase Assay 
Zur Bestimmung der NFκB-Aktivität wurden Zellen zunächst transfiziert und stimuliert (siehe 
3.2.12) und anschließend im Luciferase Assay analysiert. Hierbei wurde das Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (Promega) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Die 
Vermessung der Zelllysate erfolgte ebenfalls nach Standardprotokoll mit dem Luminometer 
Glomax von Promega. 
3.2 Zellbiologische Methoden 
3.2.1 Zellkulturbedingungen 
Die Durchführung aller zellbiologischen Arbeiten erfolgte unter Verwendung steriler 
Reagenzien und Arbeitsmaterialien in einer Sterilbank HERAsafe KS (ThermoScientific). Die 
Zelllinien wurden mit den in 2.11 angegebenen Medien bei einer Temperatur von 37°C, einer 
CO2-Konzentration von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % in einem Inkubator 
(Heraeus) kultiviert. Je nach Verwendungszweck erfolgte die Aussaat der Zellen in Flaschen 
oder Multiwellplatten. Für die Erhaltungskultur wurden die Zellen je nach Linie zwei- bis 
dreimal pro Woche im Verhältnis 1:5 bis 1:10 geteilt. Da die meisten der verwendeten 
Zelllinien adhärent wachsen, mussten die Zellen von den Kulturgefäßen durch eine 
Behandlung mit Trypsin-EDTA abgelöst und in frischem Medium resuspendiert werden. Um 
Waschschritte vorzunehmen, wurden die Zellen in sterile Falcon-Röhrchen überführt, bei   
300 g für 10 min zentrifugiert und das Pellet anschließend ebenfalls in frischem Medium 
gelöst. 
3.2.2  Auftauen und Einfrieren von Zellen 
Zum Einfrieren von Zellen wurden diese 10 min bei 300 g pelletiert und in einer 
Konzentration von ca. 1 x 106 Zellen/ml in kaltem Einfriermedium (50 % RPMI 1640, 40 % 
FKS und 10 % DMSO) resuspendiert, in Aliquots von 1 ml in Kryoröhrchen pipettiert und bei 
Methoden 
                                      41 
 
-80°C tiefgefroren. Nach einigen Tagen wurden die so behandelten Zellen in den 
Stickstofftank überführt.  
Um tiefgefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde ein Kryoröhrchen der 
gewünschten Zelllinie im 37°C-Wasserbad möglichst schnell aufgetaut und die 
Zellsuspension in ein Falcon-Röhrchen mit kaltem Medium pipettiert. Nach einem 
Waschschritt zur Entfernung des giftigen DMSO wurde das Zellpellet in frischem Medium 
resuspendiert und in eine Kulturflasche überführt. 
3.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl 
Für die Aussaat von Zellen musste zunächst die Anzahl der lebenden Zellen mittels 
Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt werden. Dazu wurden die meist adhärenten Zellen mit 
Trypsin-EDTA abgelöst und in frischem Medium resuspendiert. Zumeist wurde eine 1:10 
Verdünnung aus Zellsuspension und Trypanblaulösung hergestellt und mithilfe einer 
Neubauer-Zählkammer die Zahl an lebenden Zellen, welche nicht durch Trypanblaulösung 
angefärbt waren, mikroskopisch ermittelt. Hierbei wurden vier große Quadrate mit jeweils 16 
Kleinquadraten ausgezählt, ein Mittelwert gebildet und die Zellkonzentration entsprechend 
folgender Formel bestimmt: 
Mittelwert der Zellzahl in 16 Kleinquadraten x Verdünnungsfaktor= Zellzahl x 104/ml 
3.2.4 Mycoplasmentest 
Um die Zelllinien und vor allem die in dieser Doktorarbeit hergestellten Hybridome auf 
Mycoplasmenbefall zu untersuchen, wurde der Mycoplasma Detection Kit (Roche 
Diagnostics) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. 
3.2.5 Stimulierung von BFS-1-Fibrosarkomzellen 
Die BFS-1-Zellen wurden hauptsächlich für zwei verschiedene Experimente ausgesät und 
stimuliert. Zum einen wurden die Überstände der Zellen nach Stimulation für die MIP-2 
Konzentrationsbestimmung im ELISA verwendet und zum anderen wurde aus den Zellen 
nukleärer Proteinextrakt isoliert, um diesen im NFκB-ELISA einzusetzen. 
Zur Bestimmung der MIP-2-Konzentration wurden die Zellen in 24-Well-Platten in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml im Triplikat ausgesät und für 24 h im Inkubator belassen. 
Anschließend wurde ein Mediumwechsel durchgeführt und die Zellen mit 10 µg/ml 
agonistischem (ag.) anti-Maus LTβR monoklonalen Antikörper (mAK) (Klon 5G11b) für     
24 h stimuliert. Als Negativkontrolle wurden unstimulierte Zellen mitgeführt. Die 
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Kulturüberstände wurden abgenommen, kurz für 5 min bei 13000 g zentrifugiert, um Zellreste 
zu entfernen, und im MIP-2-ELISA (R&D Systems) eingesetzt. 
Für die Gewinnung der nukleären Extrakte wurden die Zellen in 10 cm-Kulturschalen in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml (10 ml pro Schale) ausgesät. Nach einer 24stündigen 
Wachstumsphase wurde das Medium, das 10 % FKS enthielt, gegen serumfreies 
ausgetauscht, um die Zellen für 24 h hungern zu lassen. Nach dieser Zeit wurde das Medium 
erneut gegen serumfreies gewechselt und die Zellen mit 10 µg/ml agonistischem anti-Maus 
LTβR mAK für 1 h, 2 h, 6 h und 24 h stimuliert oder unbehandelt belassen. Für die Isolierung 
der nukleären Proteinextrakte wurde der Nuclear Extract Kit (Active Motif) nach dem 
Protokoll des Herstellers verwendet. 
3.2.6 Stimulierung von A375-Zellen 
Für die Austestung der agonistischen Wirkung der hergestellten Antikörper (siehe 3.3) 
wurden A375-Zellen in 24-Well-Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/Well im 
Triplikat ausgesät und für 24 h im Inkubator belassen. Anschließend wurden die Antikörper in 
Konzentrationen von 1, 2, 5 und 10 µg/ml für 2 h ins Medium gegeben. RhuLIGHT und der 
agonistische anti-huLTβR mAK (Klon 31G4D8) (Biozol) wurden in einer Konzentration von 
10 µg/ml bzw. 5 µg/ml ebenfalls für 2 h eingesetzt.  
Zum Test der antagonistischen Wirkung der hergestellten Antikörper (siehe 3.3) wurden die 
A375-Zellen wie oben beschrieben behandelt. Die Antikörper wurden jedoch zunächst für 2 h 
zu den Zellen gegeben und anschließend weitere 2 h mit rhuLIGHT oder anti-huLTβR mAK 
im Verhältnis 1:1, 5:1 oder 10:1 inkubiert. 
Bei allen Ansätzen wurde im Anschluss an die Stimulation die IL-8-Konzentration im 
Überstand mittels eines ELISAs (R&D Systems) bestimmt. 
3.2.7 Stimulierung humaner Tumorzelllinien 
Die humanen Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien wurden in einer Konzentration von 1 x 
105 Zellen/ml in 24-Well-Platten im Triplikat ausgesät und für 24 h im Inkubator anwachsen 
gelassen. Nach einem Wechsel des Mediums wurden die Zellen für 2 h, 4 h, 8 h oder 24 h mit 
10 µg/ml rhuLIGHT oder 5 µg/ml agonistischem anti-huLTβR mAK (31G4D8) stimuliert 
oder unbehandelt belassen. Die Kulturüberstände wurden nach den entsprechenden Zeiten 
abgenommen, kurz für 5 min bei 13000 g zur Entfernung von Zellresten zentrifugiert und 
mittels ELISA (R&D Systems) die Konzentration an IL-8 bestimmt. 
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3.2.8 Stimulierung von humanem Tumorgewebe 
In der Pathologie des Klinikums der Universität Regensburg werden frische, operativ 
entfernte humane Tumore im Schnellschnitt untersucht. Dabei bleiben manchmal Reststücke 
übrig, die für die Versuche in dieser Doktorarbeit Verwendung fanden. Die Beurteilung der 
Tumore erfolgte durch die Pathologinnen Dr. Frauke Bataille, Dr. Simone Bertz, Katharina 
Schardt und Dr. Corinna Vogel.  
Für die Experimente wurden humane Kolon- und Ovarialkarzinome in kleine Stücke          
(10-50 mg) geschnitten und gewogen. Anschließend wurden diese Gewebestücke in 96-Well-
Platten mit 250 µl Medium gelegt und mit rhuLIGHT (10 µg/ml) oder agonistischem anti-
huLTβR Antikörper (5 µg/ml) stimuliert. Als Negativkontrolle diente unstimuliertes Gewebe. 
Nach 2 h wurde das Medium abgenommen und kurz bei 13000 g für 5 min zentrifugiert. Die 
Bestimmung der IL-8-Konzentration im Überstand der Tumore erfolgte mittels ELISA (R&D 
Systems). Um die Werte miteinander vergleichen zu können, wurde die IL-8-Produktion auf 
10 mg Tumorgewebe umgerechnet. 
3.2.9 MTT-Test 
Bei verschiedenen humanen Tumorzelllinien wurde mittels eines MTT-Tests untersucht, ob 
die Zugabe von rhuLIGHT oder agonistischem anti-Human LTβR mAK zum Absterben der 
Zellen führt. Der MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben, wasserlöslichen Farbstoffs 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in blau-violette 
Formazankristalle. Dabei zeigt die Bildung des blauen Farbstoffs den Anteil der lebenden 
Zellen an. Die entsprechenden Zellen wurden in 96-Well-Platten in einer Konzentration von 
10000, 5000 und 2500 in Triplikaten ausgesät und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurde das Medium gewechselt und rhuLIGHT oder 31G4D8 in einer 
Konzentration von 10 µg/ml bzw. 5 µg/ml hinzugefügt. Als Negativkontrolle wurden die 
Zellen unbehandelt belassen. Nach einer 24-stündigen Inkubation erfolgte die Zugabe von     
5 µl MTT für 4 h. Anschließend wurden 35 µl 20 % SDS hinzupipettiert und die 
Zellkulturplatte über Nacht im Inkubator belassen. Die Vermessung des MTT-Tests erfolgte 
im ELISA-Reader Emax (Molecular Devices) bei 540 nm. 
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3.2.10  Erstellung einer Wachstumskurve von BFS-1-Fibrosarkomzellen 
Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurden die Fibrosarkomzellen in 6-Well-Platten in 
einer Konzentration von 1 x 104 Zellen pro Well ausgesät. Anschließend wurde vier Tage lang 
die Anzahl der Zellen/Well in Triplikaten bestimmt. 
3.2.11  Stabile Transfektion eukaryotischer Zellen mittels DOTAP  
Um eine stabile Transfektion mit Plasmid-DNA durchzuführen, wurden die gewünschten 
Zellen in 6 cm-Schalen in einer Konzentration von 2,5 x 105 pro Kulturschale ausgesät und 
über Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach einem Wechsel des Mediums wurde die 
Tranfektion mittels DOTAP (Roche Diagnostics) durchgeführt, wobei ein Verhältnis von 1 µg 
DNA zu 6 µl DOTAP gewählt wurde. Die Transfektionsmischung wurde 5 h auf den Zellen 
belassen und im Anschluss daran das Medium gewechselt und sofort je nach Zelltyp mit    
300 µg/ml bis 1000 µg/ml Selektionsantibiotikum (Neomycin oder Zeocin) versetzt. 
3.2.12  Vorbereitung von Zellen für den Luciferase Assay 
Für den Luciferase Assay wurden die Zellen (entweder BFS-1 oder A375) in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten ausgesät und für 24 h im Brutschrank 
inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte eine transiente Transfektion mittels DOTAP. Dabei 
wurden 0,1 µg des phRL-TK-Plasmids mit Renilla-Luciferase als Transfektionskontrolle und 
1,5 µg des pGL2-NFκB-Vektors mit Firefly-Luciferase als Reporterplasmid in einem 
Gesamtvolumen von 15 µl HBS-Puffer vermischt. Dieser Ansatz wurde zu einer Mischung 
von 10 µl DOTAP und 30 µl HBS-Puffer gegeben, ein paar Mal auf- und abpipettiert und für 
15 min bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte in den 24-Well-Platten ein Mediumwechsel, 
die Transfektionsmischung wurde dazugegeben und für ca. 18 h auf den Zellen belassen. 
Danach wurden die Zellen mit den entsprechenden Reagenzien für 2 h (A375) oder 4 h (BFS-
1) stimuliert (siehe 3.2.5 und 3.2.6) und schließlich mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay 
System (Promega) ein Zelllysat hergestellt, das im Luciferase Assay (siehe 3.1.8) analysiert 
wurde. 
3.2.13  Zytozentrifugationspräparate 
Für die Herstellung eines Präparats wurden ca. 5 x 104 Zellen (Peritoneal-Exsudat-Zellen, 
siehe 3.3.3) in 50 µl Medium aufgenommen und mit 50 µl FKS versetzt. Der 
Zentrifugationsschritt erfolgte bei 700 rpm für 5 min in einer Zytozentrifuge (Shandon 
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Cytospin 4, ThermoScientific) auf Objektträger. Diese wurden ca. 1 h bei RT getrocknet, 
anschließend mittels Diff-Quick gefärbt (siehe 3.5.1) und im Mikroskop analysiert. 
3.2.14  Durchflusszytometrie 
Alle durchflusszytometrischen Messungen erfolgten auf einem BD LSR II der Firma BD 
Biosciences und wurden mit den Programmen WinMDI 2.8 oder mit BD FACSDiva 
ausgewertet. Als Fluoreszenzfarbstoffe dienten FITC oder APC. Alle Schritte, die für die 
Färbung der Zellen notwendig waren, wurden bei 4°C durchgeführt. 
Für die durchflusszytometrische Untersuchung wurden zunächst ca. 1 x 106 Zellen auf FACS-
Röhrchen verteilt, bei 300 g für 10 min pelletiert und der Überstand vorsichtig abgekippt. 
Anschließend erfolgte ein Blockierschritt, um unspezifische Bindungen der Antikörper zu 
vermindern. Dabei wurden die Zellen mit 50 µl eines spezifischen Antikörpers gegen die Fcγ-
Rezeptoren II und III in FACS-Puffer für 20 min inkubiert. Die Erstantikörper wurden dann in 
den entsprechenden Konzentrationen in 50 µl FACS-Puffer zu den Zellen pipettiert, so dass 
sich ein Gesamtvolumen von 100 µl ergab. Nach Inkubation für 30 min auf Eis wurde in die 
Röhrchen jeweils 4 ml FACS-Puffer gegeben, die Zellen bei 300 g für 10 min pelletiert und 
der Überstand erneut vorsichtig abgekippt. Im Anschluss daran wurden die Zweitantikörper in 
den entsprechenden Konzentrationen mit FACS-Puffer verdünnt und 100 µl dieser Lösung 
auf die Zellen pipettiert. Die zwanzigminütige Inkubation erfolgte im Dunkeln auf Eis, da die 
Sekundärantikörper mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind. Nach einem letzten 
Waschschritt wurden die Zellen schließlich in 300 µl FACS-Puffer aufgenommen und am 
Durchflusszytometer vermessen. 
3.3 Herstellung monoklonaler Antikörper 
3.3.1 Immunisierung von Mäusen 
Zur Herstellung von Antikörpern gegen den humanen LTβR wurden zwei weibliche Balb/c-
Mäuse alle drei Wochen mit 20 µg des aus E.coli aufgereinigten rekombinanten Proteins 
(EZD des huLTβR) immunisiert. Als Adjuvans wurde Titermax Gold Adjuvant (Sigma-
Aldrich) verwendet, das im Verhältnis 1:1 mit dem in PBS gelösten Protein zu einer Wasser-
Öl-Emulsion vermischt wurde. Diese wurde den Tieren in einem Volumen von jeweils 500 µl 
intraperitoneal (i.p.) gespritzt. Ab der dritten Immunisierung wurde das Antigen ohne 
Adjuvans appliziert. Bei der letzten Immunisierung, die vier Tage vor der Fusion stattfand, 
wurde den Tieren jeweils eine Dosis von 50 µg des rekombinanten Proteins verabreicht. Zur 
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Gewinnung von Serum erfolgte eine Woche nach der zweiten und der dritten 
Antigenapplikation und am Tag der Fusion eine Blutabnahme. 
3.3.2 Gewinnung von Serum aus Vollblut 
Um für die Bestimmung des Immunglobulintiters Serum zu gewinnen, wurde das aus den 
Mäusen erhaltene Blut nach der Abnahme 1 h bei RT stehen gelassen und zur vollständigen 
Gerinnung über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte ein fünfminütiger 
Zentrifugationsschritt bei 14000 g und RT. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig 
vom Blutkuchen abpipettiert. Das so erhaltene Serum wurde bei -20°C gelagert. 
3.3.3 Gewinnung von Peritoneal-Exsudat-Zellen (PEC) 
Die Peritoneal-Exsudat-Zellen werden zusammen mit den fusionierten Milzzellen kultiviert, 
um ein konditioniertes Medium zu erzeugen und um nach der Fusion abgestorbene Zellen 
durch Phagozytose zu beseitigen. Die Isolierung der PECs erfolgte zwei Tage vor der 
eigentlichen Fusion. Für die Gewinnung von PECs wurde C57BL/6-Mäusen zunächst 1 ml 
steriles PBS i.p. verabreicht. 12 bis 16 h später wurden die Mäuse dekapitiert und der 
Bauchraum mit 10 ml kaltem RPMI 1640 (mit 10 % FKS) ausgespült. Nach einem 
Waschschritt wurden die so erhaltenen Zellen in HAT-Medium resuspendiert, gezählt, mittels 
Diff-Quick (siehe 3.2.13 und 3.5.1) gefärbt und im Mikroskop analysiert. Im Durchschnitt 
erhielt man 1 bis 2 x 106 Zellen pro Maus. Die PECs wurden in HAT-Medium auf 96-Well-
Platten in einer Konzentration von ca. 2 x 104 Zellen pro Well (Kulturvolumen 100 µl) 
ausgesät. Für eine Fusion wurden 15 96-Well-Platten benötigt. 
3.3.4 Isolierung von Milzzellen 
Am Tag der Fusion wurde den immunisierten Mäusen zunächst Blut abgenommen und die 
Tiere anschließend mittels Genickzug getötet. Die Milz wurde unter sterilen Bedingungen 
entnommen und mithilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb gedrückt. Im Anschluss 
daran erfolgte ein zweimaliger Waschschritt der Milzzellsuspension mit kaltem, serumfreiem 
Medium. Außerdem wurden die Zellen gezählt. Aus einer Milz eines erwachsenen Tieres 
erhält man ungefähr 1 x 108 Zellen. Für die Fusion wurde jeweils die Hälfte der Milzzellen 
eingesetzt; die andere Hälfte wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren (siehe 3.2.2). 
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3.3.5 Zellfusion mit Polyethylenglykol 
Bei der zur Fusion verwendeten Maus-Myelomzelllinie Sp2/0-Ag14 handelt es sich um ein 
Hybridom aus Balb/c-Milzzellen und der Myelomzelllinie P3X63AAG8, das sich gut mit 
PEG 1500 fusionieren lässt (Shulman et al., 1978). 
Für die Fusion wurden serumfrei gewaschene Milzzellen mit ebenso vorbereiteten Sp2/0-
Ag14 Myelomzellen im Verhältnis 3:1 vermischt und bei 300 g und 4°C für 5 min 
abzentrifugiert. Danach wurde der gesamte Überstand vollständig abgesaugt und die Zellen 
im 50 ml Falcon-Röhrchen für 1 min im Wasserbad bei 37°C erwärmt. Anschließend erfolgte 
innerhalb von einer Minute unter ständigem Drehen die Zugabe von 1 ml des ebenfalls auf 
37°C aufgewärmten PEG 1500. Nach einem erneuten Inkubationsschritt der Zellen für 1 min 
bei 37°C wurde innerhalb von 5 min unter ständigem Drehen 10 ml warmes Medium mit     
10 % FKS hinzupipettiert. Diese Zellsuspension wurde mit HAT-Medium auf insgesamt    
150 ml aufgefüllt und auf die drei Tage vorher mit PECs vorbereiteten 15 96-Well-Platten 
gegeben (100 µl/Well). Dadurch ergab sich in den Wells ein Gesamtvolumen von 200 µl  
(100 µl der PEC-Kultur und 100 µl der fusionierten Zellen). Eine Reihe der letzten Platte 
wurde als Absterbekontrolle nur mit Sp2/0-Ag14 Zellen (1 x 104 Zellen pro Well in 100 µl) 
bestückt. Die Selektion der fusionierten Zellen erfolgte durch das HAT-Medium, in dem nur 
aus Milzzellen und Sp2/0-Ag14 Zellen entstandene Hybridome überleben können (Foung et 
al., 1982). 
Nach ungefähr sieben bis acht Tagen waren die ersten Klone in den Wells zu sehen. Diese 
konnten nach ca. 12 Tagen im ELISA auf ihre Antikörperproduktion hin untersucht werden. 
Nach etwa drei Wochen wurde begonnen, die Kultur zunächst von HAT- auf HT-Medium 
und schließlich auf normales Medium umzustellen. Außerdem wurde die Kultur der Zellen 
langsam von den 96-Well-Platten auf größere Gefäße bis hin zur Zellkulturflasche umgestellt. 
3.3.6 Subklonierung von Hybridomzellen 
Um sicherzustellen, dass die erhaltenen Hybridome monoklonal sind, wurden aus den positiv 
getesteten Kulturen Zellen entnommen und subkloniert. Dazu wurden in einer 96-Well-Platte 
(mit PECs) in der linken Reihe zunächst jeweils 100 Zellen pro Well ausgesät. Anschließend 
erfolgte eine Verdünnung der Zellen in Zweierschritten zur rechten Seite hin. Rein 
rechnerisch erhält man dadurch ab der achten Verdünnung weniger als eine Zelle pro Well. 
Diejenigen Hybridome, die ab diesem Well hochwuchsen, wurden im ELISA auf ihre 
Antikörperproduktion getestet. Wurde bei allen Klonen ein positives Ergebnis festgestellt, 
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konnte man davon ausgehen, dass auch die Mutterzellen bereits monoklonal waren. Die 
erhaltenen Subklone wurden weiterkultiviert und gegebenenfalls für die Antikörperproduktion 
verwendet. 
3.3.7 Reinigung monoklonaler Antikörper 
Für die Gewinnung gereinigter monoklonaler Antikörper wurden die gewünschten Hybridome 
bis zu einer relativ großen Dichte in 175 cm2-Zellkulturflaschen in einem Volumen von 50 ml 
Medium wachsen gelassen. Um Zellreste zu entfernen, wurde der die Antikörper enthaltende 
Überstand zunächst für 10 min bei 4000 g und 4°C zentrifugiert, anschließend sterilfiltriert 
und bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert. Die eigentliche Antikörperreinigung erfolgte 
mit Hilfe der Proteinaufreinigungsanlage Econo System (Biorad). Nach der Beladung der 
Protein G Sepharosesäule (1 ml/min) wurde solange mit PBS gespült, bis die Absorption 
wieder den Nullwert erreicht hatte. Die Antikörper wurden mit Elutionspuffer bei einer 
Durchflussrate von 0,5 ml/min wieder von der Säule gewaschen. Direkt nach der Elution 
erfolgte die Neutralisation der Fraktionen, die anschließend über Nacht bei 4°C gegen PBS 
dialysiert wurden. Nach der Bestimmung des Proteingehalts mittels BCA-Assay erfolgte die 
Lagerung der Aliquots bei -80°C. 
3.3.8 Bestimmung des Isotyps von Antikörpern 
Zur Bestimmung des Isotyps von Antikörpern wurde der Mouse Monoclonal Antibody 
Isotyping Test Kit (AbD Serotec) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. 
3.4 Tierexperimentelle Methoden 
3.4.1 Tierhaltung und Versuchstiere 
Alle verwendeten Tiere waren entsprechend den Haltungsvorschriften untergebracht, hatten 
einen 12 h Hell-Dunkel Rhythmus und erhielten die speziesspezifische Standarddiät und 
Leitungswasser ad libitum. 
Die für die Tumorversuche benötigten C57BL/6-Mäuse wurden wie die für die 
Immunisierung verwendeten Balb/c-Mäuse von Charles River (Sulzfeld) bezogen und 
mindestens zwei Wochen im Tierstall gehalten, bevor sie für die Experimente eingesetzt 
wurden. 
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3.4.2 Erzeugung von Fibrosarkomen aus BFS-1-Zellen 
Die adhärenten BFS-1-Zellen wurden bis zur Konfluenz in Kulturflaschen angezogen. Um die 
Zellen für die Injektion in C57BL/6-Mäuse vorzubereiten, wurden sie mit sterilem PBS 
gespült, mit Trypsin-EDTA behandelt und die sich ablösenden Zellen in frischem Medium 
resuspendiert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Kammer 
gezählt und in einer Konzentration von 1,5 x 106 Zellen/ 50 µl in sterilem PBS resuspendiert. 
Diese Mischung wurde in eine 1 ml-Spritze aufgezogen und bis zur Injektion auf Eis belassen. 
Um eine Verklumpung der Zellen zur verhindern, musste die Spritze mehrfach geschwenkt 
werden. Anschließend erfolgte die Narkotisierung der Mäuse. Den Tieren wurde dabei eine 
Mischung aus 15 % Ketamin und 8 % Xylazin in PBS (10 µl pro g Maus) i.p. verabreicht. 
Nach Feststellung der vollständigen Anästhesie mittels Drucktest an der Hinterpfote wurde 
den Mäusen der Rücken rasiert und 50 µl der Zellsuspension (1,5 x 106 Zellen/Maus) 
subkutan injiziert.  
3.4.3 Messung des BFS-1-Tumorwachstums 
Ungefähr drei bis fünf Tage nach der Injektion der BFS-1-Zellen war ein Tumor auf dem 
Rücken der Mäuse zu erkennen. Ab diesem Zeitpunkt wurde das Tumorwachstum alle zwei 
bis drei Tage mit einer Schieblehre vermessen. Dabei wurde sowohl die Länge als auch die 
Breite des Tumors festgehalten. Die Messung erfolgte, bis die Tumore maximal einen 
Durchmesser von 1,5 cm erreicht hatten. 
3.4.4 Entnahme von BFS-1-Fibrosarkomen 
Zur Entnahme der Tumore wurden die Tiere zunächst mittels Genickzug getötet. 
Anschließend erfolgte die Präparation der Tumore. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die 
Tumore in Falcon-Röhrchen gegeben und auf Eis gelagert. 
3.4.5 Bestimmung der MIP-2-Expression von Fibrosarkomen ex vivo 
Für die Bestimmung der MIP-2-Expression von Fibrosarkomen aus BFS-1-Zellen wurden die 
Tumore zunächst unter sterilen Bedingungen in kleinere Stücke (50-100 mg) geschnitten und 
mittels einer Feinwaage gewogen. Die Stücke wurden anschließend in 48-Well-Platten mit 
500 µl Medium gelegt. Nach vier Stunden wurde das Medium abgenommen, zur Beseitigung 
von Zellresten kurz abzentrifugiert und im ELISA die MIP-2-Konzentration bestimmt. Um 
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die Werte miteinander vergleichen zu können, erfolgte die Umrechnung auf 10 mg 
Tumorgewebe. 
3.5 Immunhistologische Methoden 
3.5.1 Diff-Quick-Färbung von PECs 
Für die Diff-Quick-Färbung von PECs wurden die luftgetrockneten 
Zytozentrifugationspräparate (siehe 3.2.13) durch Eintauchen der Objektträger in die 
Fixierlösung (6x), in die Färbelösung 1 (8x) und 2 (10x) und anschließendes Waschen in 
entionisiertem H2O für 5 min gefärbt. Nach einem Trocknungsschritt wurde direkt auf die 
Präparate Immersionsöl gegeben. Die Analyse der Zusammensetzung der PECs erfolgte 
schließlich mit Hilfe eines Durchlicht-Mikroskops. 
3.5.2 Färbung humaner Gewebe 
Die Färbung des LTβR wurde auf humanen Milzschnitten und auf humanen Kolon- und 
Ovarialkarzinomschnitten durchgeführt. Dabei wurde von dem bereits in Paraffin 
eingebetteten Material, das von der Pathologie des Klinikums der Universität Regensburg zur 
Verfügung gestellt wurde, am Mikrotom 3 µm dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden für 
30 min bei 72°C inkubiert, um das Paraffin abzuschmelzen, und anschließend für ca. 10 min 
in Xylol entparaffiniert. Nach einer Behandlung der Präparate in einer absteigenden 
Alkoholreihe erfolgte ein 30minütiger Inkubationsschritt in 0,3 % H2O2 bei RT, um die 
endogene Peroxidaseaktivität abzufangen. Im Anschluss an einen Waschschritt mit PBS für   
5 min wurde die Färbung mit Hilfe des Vectastain ABC Elite Kits (Rat IgG) (Vector 
Laboratories) in einer feuchten Kammer durchgeführt, wobei von den Antikörper- und 
Serumverdünnungen jeweils 100 µl auf die Schnitte pipettiert wurden. Zunächst erfolgte für 
30 min ein Blockierungsschritt mit Kaninchenserum aus dem Kit. Danach wurde das Serum 
entfernt und der Schnitt mit unverdünntem Überstand des Hybridoms 3G10H3 (anti-huLTβR 
Antikörper) oder als Isotypkontrolle mit Ratten-IgG (1:100 mit PBS verdünnt) über Nacht bei 
4°C inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS erfolgte die Zugabe des 
sekundären Antikörpers (ebenfalls aus dem Kit) für 30 min. Schließlich wurden die Schnitte 
nochmals mit PBS für 5 min gewaschen und 30 min mit dem Vectastain Elite ABC Reagent 
(Vector Laboratories) behandelt. Danach erfolgte die Färbung der Präparate mit dem DAB 
Substrate Kit (Vector Laboratories) entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Schnitte 
wurden für 5-10 min mit destilliertem Wasser gewaschen, mit Hämalaun gegengefärbt, in 
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einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und mit Entellan eingedeckelt. Die Betrachtung 
und Dokumentation der Präparate erfolgte mittels eines Mikroskops mit angeschlossener 
Kamera (Olympus). 
3.6 Statistik 
Die Ergebnisse aus ELISA-Auswertungen und aus Tierexperimenten sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichungen (SD) angegeben. Statistische Analysen wurden unter Verwendung des 
Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 4.0a 
durchgeführt. Werte von p< 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Die Rolle der LTβR-Aktivierung bei Angiogenese und 
Tumorwachstum in der Maus 
In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass das Wachstum von Tumoren, die durch die 
Injektion von BFS-1-Fibrosarkomzellen in C57BL/6-Mäuse entstehen, von der Aktivierung 
des LTβR auf den Fibrosarkomzellen abhängig ist (siehe 4.1.1). Um einen nähren Einblick in 
die zugrunde liegenden Mechanismen zu erhalten, sollte zunächst die Expression des LTβR 
auf den Fibrosarkomzellen mittels shRNA herunter reguliert und die daraus resultierenden 
Auswirkungen auf das Tumorwachstum in vivo aufgeklärt werden. Ein weiteres Ziel dieser 
Arbeit war es, die Aktivierung beider NFκB-Signalwege nach Stimulation des LTβR auf den 
BFS-1-Zellen in vitro und den daraus resultierenden Einfluss auf das Tumorwachstum in vivo 
zu untersuchen. 
4.1.1 Das LTβR-abhängige BFS-1-Tumormodell 
Wie bereits erwähnt ist im BFS-1-Tumormodell das Wachstum der Tumore abhängig von der 
Aktivierung des LTβR auf den Fibrosarkomzellen. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, 
dass LTβR-Ig produzierende Fibrosarkomzellen langsamer auf syngenen C57BL/6-Mäusen 
wachsen als Kontrollzellen. Außerdem ist das Tumorwachstum auf Tieren, die defizient für 
einen Liganden des LTβR (LTα/β-/-) sind, ebenfalls verlangsamt. Desweiteren zeigte sich, 
dass durch die Aktivierung des LTβR auf den BFS-1-Fibrosarkomzellen eine erhöhte 
Produktion des proangiogenen MIP-2 induziert wird. Dadurch kommt es auch zu einer 
gesteigerten Bildung von Blutgefäßen im Tumor. Somit führt die Verhinderung der 
Stimulation des LTβR durch LTα1β2, das auf eingewanderten aktivierten Lymphozyten 
exprimiert wird, zu einer verringerten Angiogenese und zu einer Verlangsamung des 
Tumorwachstums (Hehlgans et al., 2002). 
4.1.2 Herunterregulation der Expression des LTβR in BFS-1-Fibrosarkomzellen 
mittels short hairpin RNA (shRNA) 
Vor einigen Jahren wurde der Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi) entdeckt, bei dem 
es zu einem sequenzspezifischen „gene silencing“ durch post-transkriptionale Prozesse 
kommt (Fire et al., 1998). RNAi kann auf verschiedene Arten in eukaryotischen Zellen 
ausgelöst werden. Eine Möglichkeit ist die Verwendung synthetisch hergestellter siRNAs 
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(small interfering RNA), die eine Länge von 21- 23 bp haben und mit denen die 
Herunterregulation der Expression der Zielgene transient erfolgt (Elbashir et al., 2001). Eine 
weitere Möglichkeit des Knock-downs von Genen ist die stabile Transfektion mit Plasmiden, 
die sogenannte short hairpin RNAs (shRNA) exprimieren. Hierbei werden die Templates der 
gewünschten siRNAs vor RNA-Promotoren kloniert, die von der RNA-Polymerase III 
transkribiert werden (Brummelkamp et al., 2002). Da die shRNAs an einem Ende einen 
„hairpin“ bilden, muss dieser in der Zelle zunächst von einem Multienzymkomplex namens 
Dicer in aktive siRNAs gespalten werden. Im Anschluss daran erfolgt die Eingliederung der 
entstandenen siRNA-Duplexe in den RNA-induced silencing complex (RISC), einem 
Endonukleasekomplex, in dem eine Helicase dazu führt, dass die Duplexe „abgerollt“ werden. 
Der Gegenstrang eines Duplex leitet den aktiven RISC schließlich zur komplementären 
mRNA, die von einer Nuklease im RISC gespalten und sehr schnell abgebaut wird, wodurch 
die Produktion des entsprechenden Proteins verhindert werden kann (Takeshita et al., 2006). 
In dieser Arbeit wurde versucht, die Expression des LTβR in den Fibrosarkomzellen mit Hilfe 
eines shRNA-Plasmids stabil herunter zu regulieren. Der Nachweis des Knock-down erfolgte 
mittels einer FACS-Analyse. Außerdem wurden in den stabilen Transfektanten die MIP-2-
Expression und die NFκB-Aktivierung untersucht. 
4.1.2.1 Das shRNA-Plasmid 
Für die Herunterregulation der Expression des LTβR auf den BFS-1-Fibrosarkomzellen 
wurden die Plasmide psiRNA-7SKgz-mLTβR (siehe Abb. 5) und als Negativkontrolle 
psiRNA-h7SKgz-Scramble der Firma InvivoGen verwendet, die freundlicherweise von der 
Arbeitsgruppe von Kebin Liu zur Verfügung gestellt wurden (Yang et al., 2007). Bei dem 
Vektor ist das Template für die shRNA vor einen 7SK-Promotor kloniert, der von der RNA-
Polymerase III transkribiert werden kann. Außerdem ist ein CMV-HTLV-Promotor 
vorhanden, der für eine hohe konstitutive Expression in eukaryotischen Zellen sorgt. Als 
Selektionsmarker dient das Antibiotikum Zeocin, das in diesem Vektor mit GFP fusioniert ist. 
Dadurch kann die Transfektionseffizienz bestimmt und Zellklone, die die shRNA stabil 
exprimieren, isoliert werden. 
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Abb. 5 Das psiRNA-7SKgz-mLTβR-Plasmid. 7SK 
prom= Promotor für RNA-Polymerase III, CMV-
HTLV prom= CMV-HTLV-Promotor, GFP-Zeo= 
GFP-Zeocin-Fusionsgen, βGlo pAn= humane beta-
globin 3´UTR- und Polyadenylierungs-Sequenz, ori= 
origin of replication. 
 
 
Folgende Sequenz des siRNA-Templates wurde zum Knock-down des LTβR verwendet: 5´ 
GGC ACA GAA GCC GAG GTC ACA 3´. Im kodierenden Bereich des LTβR repräsentiert 
diese Sequenz den Abschnitt zwischen den Basen 457 und 477. Als Negativkontrolle diente 
ein siRNA-Template, das das Zielgen nicht beeinflusst (5´ATA GCG ACT AAA CAC ATC 
AA 3´), und hier als „Scramble“ bezeichnet wird. 
 
4.1.2.2 FACS-Analyse des Knock-downs der LTβR-Expression in den shRNA-
Transfektanten 
BFS-1-Fibrosarkomzellen wurden jeweils mit beiden shRNA-Plasmiden transfiziert und mit 
Zeocin in einer Konzentration von 300 µg/ml selektiert. Danach wurden die 
Transfektionseffizienz und der Grad der Herunterregulation der Expression des LTβR mit 




































Abb. 6 FACS-Analyse der shRNA-Transfektanten. Die Transfektanten wurden mit anti-mLTβR AK gefärbt und 
im Durchflusszytometer analysiert. Zellen, bei denen ein Shift auf der GFP-Achse zu sehen ist, sind transfiziert 
(obere Reihe). In der unteren Reihe ist die Herunterregulation des LTβR in den shRNA-mLTβR-Transfektanten 
dargestellt. 
 
Die Transfektionseffizienz, die man an der GFP-Expression erkennen kann, liegt sowohl bei 
den Kontrollzellen (shRNA-scramble) als auch bei den shRNA-mLTβR-Transfektanten bei 
annähernd 100 % (siehe Abb. 6, obere Reihe). Die Expression des LTβR ist in 15 % der 
shRNA-mLTβR-Transfektanten herunter reguliert (siehe Abb. 6, untere Reihe, P3). 
4.1.2.3 MIP-2-Expression der shRNA-Transfektanten 
Die Expression des proangiogenen Chemokins MIP-2 wird in den Fibrosarkomzellen durch 
die spezifische Stimulation des LTβR mit einem agonistischen anti-Maus LTβR mAK erhöht 
(Hehlgans et al., 2002). Da die shRNA-mLTβR-Transfektanten eine geringere Expression des 
LTβR auf der Oberfläche aufweisen, stellte sich die Frage, ob dies einen Einfluss auf die 
MIP-2-Expression haben könnte. Für die Untersuchung wurden sowohl die shRNA-mLTβR-
Transfektanten als auch die Kontrollzellen (shRNA-scramble) in 24-Well-Platten ausgesät 
und für 24 h mit 10 µg/ml agonistischem anti-Maus LTβR mAK (Klon 5G11b) stimuliert. 
























Abb. 7 MIP-2-Expression der shRNA-Transfektanten. Die Zellen wurden in 24-Well-Platten in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag mit 10 µg/ml agonistischem 
anti-mLTβR mAK (5G11b) für weitere 24 h stimuliert. Die MIP-2-Konzentration im Kulturüberstand wurde 
mittels eines ELISAs ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. unst.= unstimuliert, st.= 
stimuliert. Gezeigt ist eines von zwei übereinstimmenden Experimenten. 
 
 
Im unstimulierten Zustand ergeben sich bei beiden Transfektanten keine Unterschiede in der 
MIP-2-Expression. Nach der spezifischen Stimulation des LTβR exprimieren die shRNA-
mLTβR-Zellen leicht reduzierte Mengen an MIP-2 als die Kontrollzellen. Die 
Herunterregulation der LTβR-Expression um 15 % reicht somit nicht aus, um einen 
deutlichen Effekt bei der induzierten MIP-2-Expression zu erreichen. 
 
4.1.2.4 NFκB-Aktivierung in shRNA-Transfektanten 
Durch die Stimulation des LTβR kommt es zur Aktivierung beider NFκB-Signalwege 
(Hehlgans et al., 2005). Um zu untersuchen, ob bereits durch die geringe Herunterregulation 
der Expression des LTβR in den shRNA-mLTβR-Transfektanten um 15 % eine Abnahme bei 
der induzierten NFκB-Aktivität zu erzielen ist, wurde ein NFκB-abhängiger Reporterassay 




















































Abb. 8 NFκB-Aktivität der shRNA-Transfektanten. Mit den shRNA-scramble- und shRNA-mLTβR-BFS-1-
Zellen, die transient mit NFκB-Plasmiden (phRL-TK und pGL2-NFκB im Verhältnis 1:15) transfiziert waren, 
wurde nach vierstündiger Stimulation mit 10 µg/ml agonistischem anti-Maus LTβR mAK ein NFκB-abhängiger 
Reporterassay durchgeführt. Die Normalisierung der Firefly-Luciferase erfolgte anhand der Renilla-Luciferase 
(Transfektionskontrolle). Anschließend wurde der Wert der unstimulierten shRNA-scramble-Transfektanten 
gleich eins gesetzt und die anderen Ergebnisse darauf bezogen. Angegeben sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung. unst.= unstimuliert, st.= stimuliert. 
 
Der Luciferase Assay ergab, dass bei den shRNA-scramble-BFS-1-Zellen die NFκB-Aktivität 
wie erwartet durch die Stimulation des LTβR mit einem agonistischen Antikörper erhöht ist. 
Durch die Herunterregulation der Expression des LTβR in den shRNA-mLTβR-
Transfektanten ist eine leichte Abnahme der NFκB-Aktivität zu erkennen (siehe Abb. 8). 
Da wie bei der MIP-2-Expression auch keine signifikante Reduktion der NFκB-Aktivität bei 
den shRNA-mLTβR-Transfektanten nachweisbar war, wurde von weiterführenden in vivo-
Versuchen abgesehen. 
4.1.3 NFκB-Aktivierung in BFS-1-Fibrosarkomzellen 
Die Erhöhung der NFκB-Aktivität nach der Stimulierung des LTβR konnte bereits gezeigt 
werden (siehe Abb. 8 und Daten nicht gezeigt). Es ist jedoch noch nicht bekannt, welcher der 
beiden NFκB-Signalwege, der klassische oder der alternative (siehe 1.2), nach der 
Stimulierung des LTβR aktiviert wird. Dafür wurden die Fibrosarkomzellen in 10 cm-Schalen 
ausgesät, unterschiedlich lange mit 10 µg/ml agonistischem anti-Maus LTβR mAK stimuliert 
und die gewonnenen nukleären Zellextrakte in einem NFκB-ELISA eingesetzt (siehe 3.2.5). 
Mit diesem können die nach Aktivierung in den Zellkern eingewanderten 
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4.1.3.1 Aktivierung des klassischen NFκB-Signalweges 
Beim klassischen NFκB-Signalweg werden hauptsächlich Rel A und p50 aktiviert, welche als 
Heterodimere in den Zellkern wandern und zur Transkription der spezifischen Zielgene 
führen (siehe 1.2). 
Nach der Stimulierung des LTβR können die beiden NFκB-Proteine Rel A und p50 im 
































Abb. 9 Die Aktivierung des klassischen NFκB-Signalweges in den Fibrosarkomzellen. Für den Versuch wurden 
BFS-1-Zellen in 10 cm-Schalen ausgesät und für 2 h, 6 h und 24 h mit agonistischem anti-Maus LTβR mAK 
stimuliert. Die nukleären Zellextrakte wurden anschließend in einem NFκB-ELISA untersucht. Die Werte der 
unstimulierten Proben wurden jeweils gleich eins gesetzt und die Ergebnisse der Stimulationen darauf bezogen. 
A: Aktivierung von Rel A, B: Aktivierung von p50. Dargestellt ist jeweils eines von drei übereinstimmenden 
Experimenten. unst.= unstimuliert. 
 
2 h nach Beginn der Stimulation der Fibrosarkomzellen nimmt sowohl die Konzentration von 
Rel A als auch p50 im Zellkern stark zu. Die Menge an Rel A verringert sich nach 6 h bzw. 
24 h wieder, wobei sie in dieser Zeit annähernd gleich bleibt. Die Konzentration an p50 wird 
nach 6 h bzw. 24 h ebenfalls weniger. Hier ist eine konstante Abnahme der Aktivität des 
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4.1.3.2 Aktivierung des alternativen NFκB-Signalweges 
Beim alternativen NFκB-Signalweg werden hauptsächlich die beiden Proteine Rel B und p52 
aktiviert. Diese wandern analog zum klassischen Signalweg als Heterodimer in den Zellkern 
und führen zu einer Transkription der entsprechenden Zielgene (siehe 1.2). 
Nach Stimulierung des LTβR kommt es in den BFS-1-Zellen auch zu einer Translokation der 


































Abb. 10 Die Aktivierung des alternativen NFκB-Signalweges in den Fibrosarkomzellen. Für den Versuch 
wurden BFS-1-Zellen in 10 cm-Schalen ausgesät und für 2 h, 6 h und 24 h mit agonistischem anti-Maus LTβR 
mAK stimuliert. Anschließend wurden die nukleären Zellextrakte in einem NFκB-ELISA untersucht. Die Werte 
der unstimulierten Proben wurden jeweils gleich eins gesetzt und die Ergebnisse der Stimulationen darauf 
bezogen. A: Aktivierung von Rel B, B: Aktivierung von p52. Gezeigt ist jeweils eines von drei 
übereinstimmenden Experimenten. unst.= unstimuliert. 
 
Sowohl die Menge an Rel B als auch an p52 ist 2 h nach Beginn der Stimulation des LTβR im 
Zellkern erhöht (siehe Abb. 10). Rel B bleibt über den ganzen Untersuchungszeitraum relativ 
konstant, wobei eine leichte Aktivitätsabnahme nach 24 h zu erkennen ist. Die Aktivierung 
von p52 ist von Grund auf geringer als die der anderen NFκB-Proteine. Nach 6 h bzw. 24 h ist 























































                                      60 
 
4.1.4 Herstellung von BFS-1-Transfektanten mit Hemmung im klassischen (IκBα SR) 
oder im alternativen (NIK DN) NFκB-Signalweg 
Beim klassischen NFκB-Signalweg liegt das Rel A-p50-Heterodimer an IκBα gebunden in 
inaktiver Form im Zytoplasma vor. Bevor der Transkriptionsfaktor in den Zellkern 
translozieren kann, kommt es zu einer Phosphorylierung und zum Abbau von IκBα (siehe 
Abb. 4). Beim IκBα SR sind die Aminosäuren S32 und S36, an denen die Phosphorylierung 
stattfindet, durch Alanine ausgetauscht (Iimuro et al., 1998), so dass der Abbau von IκBα 
nicht mehr möglich ist. Somit ist die Induktion des klassischen NFκB-Signalwegs blockiert. 
Der erste Schritt bei der Aktivierung des alternativen NFκB-Signalweges ist die Stimulation 
der NFκB-induzierenden Kinase (NIK) (siehe Abb. 4). Bei den folgenden Versuchen wurde 
eine dominant-negative Form von NIK (NIK DN oder NIK (KK429-430AA)) verwendet, bei 
der die beiden Lysine K429 und K430 durch jeweils ein Alanin ersetzt wurden (Holtmann et 
al., 1999). Durch diese Mutation kann NIK nicht mehr phosphoryliert und damit aktiviert 
werden. Eine Induktion des alternativen NFκB-Signalwegs wird somit verhindert. 
4.1.4.1 Herstellung der beiden Vektoren pcDNA3.1-IκBα SR und pcDNA3.1-NIK DN 
Für die Klonierung der beiden Konstrukte wurde das Plasmid pKS(+)Bluescript-IκBα-gl. T7 
M9493 S32A/S36A von der Arbeitsgruppe von Falk Weih und der Vektor pCS3MT-NIK 
(KK429-430AA) von der Arbeitsgruppe von David Wallach freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt. Sowohl die cDNA für IκBα SR als auch für NIK DN wurde in den eukaryotischen 
Expressionsvektor pcDNA3.1 umkloniert, der neben der Ampicillin- auch eine Neomycin-
Resistenz trägt. 
4.1.4.1.1 Klonierung des pcDNA3.1-IκBα SR-Vektors 
Als Ausgangsvektor für die Klonierung diente das Plasmid pKS(+)Bluescript-IκBα-gl. T7 
M9493 S32A/S36A. Mit Hilfe der zwei Primer IkBalpha for neu und IκBα rev Xho I (siehe 
2.7) erfolgte die Amplifikation der 944 bp langen cDNA von IκBα, welches aus der Ratte 
stammt und die Mutationen S32A und S36A trägt. Bei der PCR wurde an das 5´-Ende eine 
BamH1- und an das 3´-Ende eine Xho I-Schnittstelle angefügt. Nach einem 
Zwischenklonierungsschritt in den pGEM-T-Easy-Vektor wurde das Insert schließlich in den 
pcDNA3.1 kloniert (siehe Abb. 11, A). 
 
Ergebnisse 
                                      61 
 
 
Abb. 11 Klonierung des pcDNA3.1-IκBα SR-Vektors. A. Klonierungsstrategie: mit Hilfe von Primern (IkBalpha 
for neu und IkBalpha rev Xho I) wurde die cDNA von IκBα SR amplifiziert und eine BamH1- und eine Xho I-
Schnittstelle angefügt. Nach einer Zwischenklonierung in den pGEM-T-Easy-Vektor wurde IκBα SR in den 
pcDNA3.1 eingebracht. B. Testverdau des fertigen pcDNA3.1-IκBα SR mit BamH1 und Xho I. 1: 1 kb-DNA-
Standard, 2: Verdau. 
 
Durch einen Testverdau mit BamH1 und Xho I (siehe Abb. 11, B) und eine Sequenzierung 
mit T7- und SP6-Primern konnte die Richtigkeit des Konstrukts bestätigt werden. 
4.1.4.1.2 Klonierung des pcDNA3.1-NIK DN-Vektors 
Der Ausgangsvektor pCS3MT-NIK (KK429-430AA) enthält die vollständige 2841 bp lange 
cDNA des humanen NIK, an die am 5´-Ende ein 6x Myc-Tag angefügt ist. Dieses Insert 
wurde mit einem BamH1/Xho I-Verdau komplett ausgeschnitten und in den pcDNA3.1 








































Abb. 12 Klonierung des pcDNA3.1-NIK DN-Vektors. A. Klonierungsstrategie: die humane NIK DN-cDNA mit 
einem 6x Myc-Tag am 5´-Ende wurde aus dem pCS3MT-Plasmid mit einem BamH1/ Xho I-Doppelverdau 
ausgeschnitten und in pcDNA3.1 kloniert. B. Testverdau des fertigen pcDNA3.1-IκBα SR mit BamH1 und Xho 
I. 1: 1 kb-DNA-Standard, 2: Verdau. 
 
Auch hier konnte die Richtigkeit der Klonierung mit Hilfe eines Testverdaus mit BamH1 und 
Xho I (siehe Abb. 12, B) und einer Sequenzierung mit T7- und SP6-Primer bestätigt werden. 
4.1.4.2 Vergleich der transfizierten Zellen (BFS-1-IκBα SR und BFS-1-NIK DN) mit den 
wt-Fibrosarkomzellen 
Die BFS-1-Fibrosarkomzellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3.1-IκBα SR und 
pcDNA3.1-NIK DN transfiziert und mit Neomycin (G418) selektiert. Als Vektorkontrolle 
wurden die Fibrosarkomzellen auch mit dem pcDNA3.1-Leervektor transfiziert. Zwischen 
den BFS-1 Wildtypzellen und den BFS-1-pcDNA3.1 wurden keine Unterschiede im 
Wachstumsverhalten in vitro festgestellt (Daten nicht gezeigt). Daher wurden für die 
folgenden Versuche wt-Fibrosarkomzellen als Kontrolle verwendet. 
4.1.4.2.1 Wachstumsgeschwindigkeit in vitro 
Für die Erstellung einer Wachstumskurve wurden die Fibrosarkomzellen (wt, IκBα SR und 
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Abb. 13 Wachstumskurve der BFS-1-Fibrosarkomzellen (wt, IκBα SR und NIK DN). Die Zellen wurden 
zunächst in einer Konzentration von 1 x 104 Zellen/Well ausgesät und anschließend täglich ausgezählt. Die 
Zellzahl wurde pro Tag und Zelltyp in jeweils drei Wells bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung. 
 
Anhand der Wachstumskurve (siehe Abb. 13) wird deutlich, dass sowohl die mit pcDNA3.1-
IκBα SR als auch die mit pcDNA3.1-NIK DN stabil transfizierten BFS-1 Fibrosarkomzellen 
das gleiche Wachstumsverhalten in vitro zeigen wie die Wildtypzellen. 
4.1.4.2.2 FACS-Analyse der Expression des LTβR 
Durch die Transfektion der Zellen mit Plasmiden, die zur Hemmung von jeweils einem der 
beiden NFκB-Signalwege führen, könnte die Expression verschiedener Proteine beeinflusst 
werden. Um auszuschließen, dass die Expression des LTβR auf den Fibrosarkomzellen 











Abb. 14 FACS-Analyse der Fibrosarkomzellen 
(BFS-1 wt, NIK DN, IκBα SR). Die Zellen 
wurden mit anti-Maus LTβR mAK gefärbt und 
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Sowohl die IκBα SR- als auch die NIK DN-Transfektanten zeigen bezüglich der LTβR-
Expression keine Unterschiede gegenüber den Kontrollzellen (siehe Abb. 14). 
4.1.4.3 MIP-2-Expression der IκBα SR- und NIK DN-Transfektanten 
Wie bereits erwähnt führt die Aktivierung des LTβR in den BFS-1-Fibrosarkomzellen zu 
einer erhöhten Expression von MIP-2. Desweiteren trägt der Promotor des MIP-2-Gens eine 
konservierte NFκB-Konsensus-Sequenz (Widmer et al., 1993). So wurde in einigen Studien 
beschrieben, dass die Expression von MIP-2 vom klassischen NFκB-Signalweg abhängig ist 
(Driscoll, 2000; Kim et al., 2003). Außerdem beschreibt eine aktuelle Veröffentlichung, dass 
das MIP-2-Gen auch durch den alternativen NFκB-Signalweg reguliert werden kann (Yang et 
al., 2008). 
Um zu untersuchen, welcher NFκB-Signalweg nach der Stimulation des LTβR für die 
Regulation der Expression von MIP-2 in den BFS-1-Fibrosarkomzellen verantwortlich ist, 
wurden die mit IκBα SR und mit NIK DN transfizierten BFS-1 und die Wildtypzellen 
(Positivkontrolle) in 24-Well-Platten ausgesät und nach einem Tag für weitere 24 h mit 10 
µg/ml agonistischem anti-Maus-LTβR mAK stimuliert. Anschließend erfolgte aus dem 



















Abb. 15 MIP-2-Konzentration der transfizierten Fibrosarkomzellen. BFS-1 wt, NIK DN, IκBα SR wurden in 24-
Well-Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml im Triplikat ausgesät und nach einem Tag für 24 h mit 
agonistischem anti-Maus LTβR mAK (5G11b) stimuliert. Danach wurde im Kulturüberstand die MIP-2-
Konzentration bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. unst.= unstimuliert, st.= 
stimuliert. Daten sind repräsentativ für drei Experimente. 
 
Die IκBα SR- und NIK DN-Transfektanten zeigen ohne äußere Stimuli bereits eine stark 
verminderte Expression von MIP-2 im Vergleich zu den wt-Zellen. Außerdem führt die 
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an MIP-2 im Überstand (siehe Abb. 15). Somit sind wahrscheinlich beide NFκB-Signalwege 
an der Regulation der MIP-2-Expression in den BFS-1-Fibrosarkomzellen beteiligt. 
4.1.4.4 NFκB-Aktivierung in den IκBα SR- und NIK DN-Transfektanten 
Für die Bestimmung der NFκB-Aktivierung in IκBα SR- und NIK DN-Transfektanten wurde 
wie in 4.1.3 vorgegangen. Die Stimulation mit agonistischem anti-Maus-LTβR mAK erfolgte 
für 2 h und 6 h. Als Vergleichswert wurde die Aktivierung der Signalwege in den wt-BFS-1-
Fibrosarkomzellen herangezogen. 
4.1.4.4.1 Aktivierung des klassischen NFκB-Signalweges 
Da IκBα das Rel A-p50-Heterodimer bei unstimulierten Zellen im Zytoplasma bindet und 
damit im klassischen NFκB-Signalweg eine zentrale Rolle spielt, sollte die IκBα SR-
Transfektante nur in diesem Signalweg beeinträchtigt sein. Bei den NIK DN-
Fibrosarkomzellen hingegen ist zu erwarten, dass die Rekrutierung von Rel A und p50 wie in 
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Abb. 16 Aktivierung des klassischen NFκB-Signalwegs – Vergleich zwischen BFS-1 wt, IκBα SR und NIK DN. 
Für den Versuch wurden die Fibrosarkomzellen in 10 cm-Schalen ausgesät und für 2 h und 6 h mit 
agonistischem anti-Maus LTβR mAK stimuliert. Die nukleären Zellextrakte wurden anschließend in einem 
NFκB-ELISA untersucht. Die unstimulierte Probe wurde bei den jeweiligen Zelltypen gleich eins gesetzt und die 
2 h- und 6 h-Werte darauf bezogen. A: Aktivierung von Rel A, B: Aktivierung von p50. Gezeigt ist eines von 
drei übereinstimmenden Experimenten. unst.= unstimuliert. 
 
Bei allen drei Zelltypen wurden im unstimulierten Zustand vergleichbare Mengen an Rel A 
detektiert (siehe Abb. 16, A). Nach der zweistündigen Stimulierung mit agonistischem anti-
Maus LTβR mAK ist die Konzentration an Rel A im Zellkern nicht nur bei den IκBα SR- 
sondern auch bei den NIK DN-Transfektanten leicht verringert. Nach 6 h ist zwischen den wt- 
und den IκBα SR-Zellen bezüglich der Rekrutierung von Rel A kein Unterschied mehr zu 
erkennen. Bei den NIK-DN-Transfektanten ist die Einwanderung von Rel A in den Zellkern 
jedoch noch in geringem Maße beeinträchtigt. 
Bei p50 liegen die Werte beider Transfektanten sowohl im unstimulierten Zustand als auch 
nach 2 bzw. 6 h der Inkubation mit agonistischem anti-Maus LTβR AK deutlich unter denen 
der wt-Fibrosarkomzellen (siehe Abb. 16, B). Die Rekrutierung von p50 in den Zellkern ist 
bei den IκBα SR- und den NIK DN-Zellen ungefähr um 60 % im Vergleich zum Wildtyp 
verringert. 
Der klassische NFκB-Signalweg wird somit nicht nur durch die Transfektion mit pcDNA3.1-
IκBα SR sondern auch mit pcDNA3.1-NIK DN beeinflusst. 
4.1.4.4.2 Aktivierung des alternativen NFκB-Signalweges 
Der erste Schritt bei der Stimulation des alternativen NFκB-Signalwegs ist die Aktivierung 
von NIK. Demnach sollte in Fibrosarkomzellen, die mit dem Plasmid pcDNA3.1-NIK DN 
transfiziert sind, nur der alternative Weg blockiert sein. Bei den IκBα SR-Zellen würde man 
erwarten, dass die Komponenten des alternativen Signalweges nach Stimulation des LTβR 
genauso aktiviert werden wie bei den wt-Fibrosarkomzellen. 
Ergebnisse 




































Abb. 17 Aktivierung des alternativen NFκB-Signalwegs – Vergleich zwischen BFS-1 wt, IκBα SR und NIK 
DN. Für den Versuch wurden die Fibrosarkomzellen in 10 cm-Schalen ausgesät und für 2 h und 6 h mit 
agonistischem anti-Maus LTβR mAK stimuliert. Die nukleären Zellextrakte wurden anschließend in einem 
NFκB-ELISA untersucht. Die unstimulierte Probe wurde bei den jeweiligen Zelltypen gleich eins gesetzt und die 
2 h- und 6 h-Werte darauf bezogen. A: Aktivierung von Rel B, B: Aktivierung von p52. Dargestellt ist eines von 
drei übereinstimmenden Experimenten. unst.= unstimuliert. 
 
Anhand von Abb. 17 A ist dargestellt, dass die Ausgangswerte von Rel B in allen drei 
Zelltypen im unstimulierten Zustand vergleichbar sind. Beide Transfektanten (IκBα SR und 
NIK DN) zeigen nach der Stimulierung für 2 h und 6 h eine geringere Rekrutierung von Rel B 
in den Zellkern als die wt-Fibrosarkomzellen, wobei nach 2 h der größte Unterschied zu 
beobachten ist. Somit führt die Transfektion mit pcDNA3.1-NIK DN nicht nur zur 
Beeinträchtigung des alternativen, sondern auch des klassischen NFκB-Signalwegs. 
Umgekehrt ist bei den IκBα SR-Zellen neben dem klassischen auch der alternative Signalweg 
beeinflusst. 
P52 zeigt nach der Stimulation des LTβR in den BFS-1-Wildtypzellen von allen NFκB-
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beiden stabil transfizierten Zellen unter denen der unstimulierten wt-Fibrosarkomzellen (siehe 
Abb. 17, B). Außerdem werden in den IκBα SR-Zellen sogar noch geringere Mengen an p52 
in den Zellkern rekrutiert als in den NIK DN-Fibrosarkomzellen. 
4.1.4.5 Das BFS-1-Tumormodell mit den Transfektanten (IκBα SR und NIK DN) 
Da bei den mit IκBα SR und NIK DN transfizierten Zellen die Aktivierung beider NFκB-
Signalwege und infolgedessen auch die Expression von MIP-2 verringert ist, sollen die 
Auswirkungen dieser Beeinträchtigungen im in vivo-Tumormodell untersucht werden. Dazu 
wurden 1,5 x 105 transfizierte Zellen in einem Volumen von 50 µl subkutan (s.c.) in 
C57BL/6-Mäuse injiziert. Als Kontrolle dienten die Wildtypfibrosarkomzellen. 
4.1.4.5.1 Wachstumsverlauf 
Nach der Injektion (s.c.) der BFS-1-Fibrosarkomzellen waren nach vier bis fünf Tagen die 
ersten Tumore tastbar. Diese wurden im Verlauf des Versuchs jeden zweiten Tag vermessen. 
 
 
Abb. 18 Tumorwachstum der Fibrosarkomzellen auf C57BL/6-Mäusen - Vergleich zwischen wt, NIK DN und 
IκBα SR. Die Tumore wurden jeden zweiten Tag mit der Schieblehre vermessen und die Länge und Breite 
bestimmt. Die Tumorgröße ist als cm2 aufgetragen. Die Gruppengröße war: wt= 9, NIK DN= 10, IκBα SR= 10. 
Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. Ab Tag 9 zeigt sich im Tumorwachstum zwischen wt 
und IκBα SR ein statistisch signifikanter Unterschied (*p<0,005). 
 
Wie in Abb. 18 zu sehen ist, zeigen sowohl die Tumore aus den IκBα SR- als auch die aus 
den NIK DN-Transfektanten ein verringertes Wachstum im Vergleich zu den 
Wildtypfibrosarkomzellen. Dabei liegt die Größe der IκBα SR-Tumore unterhalb der aus den 
NIK-DN-Transfektanten. Der Unterschied zwischen den Tumoren aus wt-Zellen und denen 
aus den IκBα SR-Transfektanten ist statistisch signifikant (p<0,005). Einige Tumore, die aus 
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Zeit blieb bei ihnen jedoch der Größenzuwachs aus oder es kam zum Teil sogar zu einem 
Rückgang der Tumore. Dieses Phänomen konnte man hauptsächlich bei den IκBα SR-
Tumoren beobachten. 
4.1.4.5.2 Tumorgewicht 
Neben dem Wachstumsverlauf wurde auch das Gewicht der Tumore am Ende des Versuchs 




















Abb. 19 Gewicht der wt-, der NIK DN- und der IκBα SR-Tumore am Tag 19. Am Ende des Versuchs wurden 
die Tumore präpariert und gewogen. Angegeben sind die Einzelwerte der Tumorgewichte mit dem 
dazugehörigen Median. Der Unterschied zwischen wt und IκBα SR ist statistisch signifikant (p=0,0015). 
Gruppengröße siehe Abb. 18. 
 
Die Tumore, die aus den transfizierten Zellen entstanden sind, zeigen ein geringeres Gewicht 
im Vergleich zu denen aus Wildtypfibrosarkomzellen (siehe Abb. 19). Der Unterschied 
zwischen wt- und IκBα SR-Tumoren ist wie auch schon der Wachstumsverlauf statistisch 
signifikant (p= 0,0015). 
4.1.4.5.3 MIP-2-Expression der Tumore ex vivo 
Um zu untersuchen, wie groß die Expression des proangiogenen MIP-2 in den Tumoren ist, 
wurden diese am Ende des Versuchs (Tag 19) aus den Mäusen präpariert, in kleine Stücke 
geschnitten und gewogen. Diese wiederum wurden für 4 h in 48-Well-Platten mit Medium 
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Ergebnisse 




















Abb. 20 MIP-2-Expression der Tumore ex vivo. Die Tumore wurden am Tag 19 präpariert und in kleine Stücke 
geschnitten. Diese wurden anschließend gewogen und für 4 h in Kultur genommen. Die Bestimmung der MIP-2-
Konzentration erfolgte aus dem Überstand. Die MIP-2-Expression wurde auf 10 mg Tumorgewebe umgerechnet. 
Angegeben ist ein Wert pro Maus und Tumor mit den dazugehörigen Medianen. Die Unterschiede zwischen wt 
und NIK DN (p=0,0002) und wt und IκBα SR (p=0,0021) sind statistisch signifikant. 
 
Wie in Abb. 20 zu sehen ist, exprimieren die Tumore, die aus beiden transfizierten BFS-1-
Zellen entstanden sind, signifikant weniger proangiogenes MIP-2 als die Tumore, die aus den 
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4.2 Die Rolle der LTβR-Aktivierung bei Angiogenese und 
Tumorwachstum im humanen System 
Da im BFS-1-Tumormodell gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung des LTβR auf den 
Fibrosarkomzellen zur Erhöhung der MIP-2-Expression und dadurch zum verstärkten 
Tumorwachstum in vivo führt, stellte sich die Frage, ob dieser Befund auch auf das humane 
System übertragen werden kann. Zunächst lag daher das Augenmerk auf der Herstellung 
monoklonaler Maus-anti-huLTβR Antikörper. Anschließend sollte die Stimulation der 
Expression von IL-8, dem funktionellen humanen Homolog zum MIP-2 in der Maus, 
untersucht werden. Für die Stimulationsexperimente kamen sowohl frisches humanes 
Tumormaterial als auch humane Tumorzelllinien zur Verwendung. Der Promotor des IL-8-
Gens beinhaltet wie das MIP-2-Gen eine NFκB-Bindungsstelle (Xie, 2001). Außerdem führt 
eine Aktivierung des humanen LTβR zu einer Erhöhung der IL-8-Expression, welche über 
den NFκB-Signalweg vermittelt wird (Chang et al., 2002). Somit stellte sich die Frage, 
welcher der beiden NFκB-Signalwege bei der Induktion der IL-8-Expression in humanen 
Tumorzellen nach der Stimulation des LTβR aktiviert wird. 
4.2.1 Herstellung und Charakterisierung monoklonaler anti-huLTβR Antikörper 
Für die Herstellung monoklonaler Antikörper gegen den humanen LTβR wurde zunächst 
rekombinantes LTβR-Protein exprimiert und gereinigt werden. Nach der Immunisierung von 
Mäusen mit dem rekombinanten Protein erfolgte die Generierung von 
antikörperproduzierenden Hybridomen mittels einer Zellfusion. Die hergestellten Antikörper 
wurden anschließend auf ihre Funktionalität hin untersucht. 
4.2.1.1 Klonierung des Expressionsplasmids pQE-32-huLTβR 
Der für die Klonierung verwendete Vektor pQE-32 ist speziell für die Expression großer 






















Abb. 21 Darstellung des pQE-32-
Vektors.1 PT5= T5-Promotor, lac O= 
lac-Operator, RBS= ribosome 
binding site, ATG= Start-Codon, 
6xHis= 6x His-Tag-Sequenz, MCS= 
multiple cloning site, Stop Codons= 
Stopp-Codons in allen drei Reading-
Frames, Col E1= Col E1 origin of 
replication, Ampicillin= Ampicillin-
Resistenzgen. Der Vektor wurde 
speziell für die Expression von 
Proteinen in E. coli konzipiert. 
 
Das Plasmid enthält ein optimiertes Promotor-Operator-Element, das aus dem T5-Phagen-
Promotor, der durch die RNA-Polymerase in E. coli erkannt wird, und aus zwei Sequenzen 
des lac-Operators besteht. Diese sind vorhanden, um die Bindung der lac-Repressoren, die 
von einem zweiten Plasmid (siehe 4.2.1.2) codiert werden, zu erhöhen und den starken T5-
Promotor effizient zu hemmen. Zum Erreichen hoher Translationsraten sind zusätzlich 
synthetische Ribosomen-Bindungsstellen (RBS) vor dem Start-Codon eingefügt. Die 
Termination der Translation wird durch Stopp-Codons, die in allen drei Reading-Frames 
vorhanden sind, gewährleistet. Der pQE-32-Vektor enthält außerdem als 6x His-Tag das 
RGS-His-Epitop, das vor dem N-Terminus des exprimierten Proteins liegt und zur 
Aufreinigung sowie zur Detektion verwendet werden kann (siehe Abb. 21). 
Die kodierende Sequenz des humanen LTβR hat eine Länge von 1305 bp. Durch die 
Translation entsteht ein Protein mit 435 Aminosäuren (AS) und einem apparenten 
Molekulargewicht von ca. 46,7 kDa. Der huLTβR setzt sich aus einem Signalpeptid (1-27 
AS), einer extrazellulären Domäne (28-225 AS, 82-675 bp), einem Transmembranbereich 
(226-248 AS) und einer zytoplasmatischen Domäne (249- 435 AS) zusammen. Für die 
Expression des rekombinanten huLTβR wurde zunächst der Bereich zwischen den Basen 94 
bis 672 (579 bp und 193 AS), was bis auf 5 Aminosäuren der extrazellulären Domäne (EZD) 
entspricht, in den pQE-32-Vektor kloniert. Dafür wurde die entsprechende Sequenz aus dem 
pcDNA3-hLTβR-Plasmid, das die komplette cDNA des huLTβR enthält, mittels PCR 
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amplifiziert und an das 5´-Ende eine BamH1- und an das 3´-Ende eine Hind III-Schnittstelle 
angefügt. Nach einem Zwischenschritt im pGEM-T-Easy-Vektor erfolgte die Endklonierung 
der EZD des huLTβR in den pQE-32. 
Durch einen Testverdau mit BamH1 und Hind III und eine Sequenzierung mit den Primern 
pQE_for und pQE_rev konnte die Richtigkeit der Klonierung der cDNA des humanen LTβR 
bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). 
4.2.1.2 Expression der EZD des huLTβR in E. coli 
Zur Expression der EZD des huLTβR wurde das klonierte pQE-32-Plasmid (siehe 4.2.1.1) 
zunächst in den E.coli-Stamm M15 transformiert. Um zu überprüfen, ob das rekombinante 
Protein in den transformierten M15-Zellen exprimiert wird, wurde wie in 3.1.6.1 
vorgegangen. Die erhaltenen Proben (Negativkontrolle, nicht induziert und induziert) wurden 









Abb. 22 Gelelektrophorese von induzierten und nicht 
induzierten E. coli, die mit pQE-32-huLTβR transformiert 
waren. Die entsprechenden Bakterien wurden in 100 ml Medium 
bis zu einer OD von ca. 0,6 anwachsen gelassen. Danach wurde 
eine Probe entnommen (= Negativkontrolle) und die restliche 
Bakteriensuspension in zwei Hälften aufgeteilt: die eine blieb 
uninduziert, zur anderen wurde IPTG (Endkonzentration 1 mM) 
gegeben. Nach 5 h wurde jeweils eine Probe entnommen und 
zusammen mit der Negativkontrolle mittels eines SDS-Gels mit 
anschließender Coomassie-Färbung analysiert. 
 
Wie man auf dem SDS-Gel deutlich sehen kann, ist bei der induzierten Probe eine Bande bei 
ca. 30 kDa vorhanden, die bei der Negativkontrolle und der nicht induzierten Probe fehlt 
(siehe Abb. 22). Das berechnete Molekulargewicht der EZD des huLTβR liegt ungefähr bei 
22 kDa. Da die EZD des huLTβR zusätzlich einen His-Tag trägt, wurde das richtige Protein 
exprimiert. 
Für die Aufreinigung des rekombinanten Proteins wurden größere Mengen an Bakterien 
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zu 1 l Medium verwendet. Anschließend erfolgte der Aufschluss der Bakterien unter nativen 
Bedingungen (siehe 3.1.6.2). 
4.2.1.3 Aufreinigung der EZD des huLTβR unter nativen Bedingungen 
Bei der Aufreinigung von Proteinen, die mit Hilfe von pQE-Vektoren exprimiert werden, 
macht man sich die Ni-NTA-Technologie zunutze. Dabei bindet der 6x His-Tag des 
rekombinanten Proteins an die Ni-NTA-Agarose. Bakterielle Proteine hingegen zeigen nur 
schwache oder keine Affinität zum Ni-NTA und können durch mehrere Waschschritte 
entfernt werden. Anschließend erfolgt die Elution des gewünschten Proteins durch die Zugabe 
von Imidazol, das mit dem Histidin konkurriert. 
Das aus den induzierten M15-Bakterien gewonnene Lysat wurde für die Aufreinigung 
zunächst mit Ni-NTA-Agarose versetzt und 1 h bei 4°C inkubiert. Während dieser Zeit bindet 
das rekombinante Protein an den Ni-NTA-Komplex. Nach mehreren Waschschritten konnte 
die EZD des huLTβR schließlich eluiert werden (Daten nicht gezeigt). 
Um zu überprüfen, wie hoch die Reinheit des exprimierten Proteins ist und ob es sich wirklich 











Abb. 23 Western Blot zweier verschiedener Aufreinigungen 
der EZD der huLTβR. Das rekombinante Protein wurde 
mittels Ni-NTA-Agarose gereinigt (siehe 3.1.6.3) und mit 
Hilfe eines Western Blots analysiert. Der dafür verwendete 
anti-His Antikörper wurde speziell für den Nachweis von 
His-Tags aus pQE-Vektoren konzipiert. Gezeigt ist auf der 
rechten Seite der Western Blot und auf der linken Seite das 
dazugehörige SDS-Gel. 
 
Beim Western Blot (siehe Abb. 23) zeigte sich, dass die rekombinante EZD des huLTβR eine 
sehr hohe Reinheit aufweist und eine Größe von ungefähr 30 kDa hat. In zwei 
unterschiedlichen Eluaten sind auf dem SDS-Gel keine weiteren Banden, auf dem Western 
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exprimierten Proteine nach Dialyse und Konzentrationsbestimmung für die Immunisierung 
von Mäusen für die Herstellung von anti-huLTβR mAK verwendet werden. 
4.2.1.4 Immunisierung von Balb/c-Mäusen 
Mit der in E. coli exprimierten und gereinigten EZD des huLTβR wurden zwei weibliche 
Balb/c-Mäuse immunisiert (siehe 3.3.1). Zur Bestimmung der IgG-Titer im Serum der Tiere 
wurde zwischen den Immunisierungen jeweils ein ELISA durchgeführt (siehe 3.1.7.1). Durch 
den Einsatz eines Zweiantikörpers, der γ-Ketten-spezifisch ist, sollten nur anti-huLTβR 
Antikörper des Isotyps IgG detektiert werden. Im Diagramm erfolgte die Auftragung der 
Verdünnungen auf der x-Achse gegen die OD (405 nm) auf der y-Achse. Aus den 
Wendepunkten der entstandenen Kurven lässt sich schließlich der exakte Titer ablesen, wobei 
dieser der Verdünnung entspricht, bei der die Antigenbindung auf 50 % des Maximalwertes 
abfällt. Der Titer lag am Tag der Fusion bei beiden Mäusen bei Serumverdünnungen von ca. 
















Abb. 24 Nachweis spezifischer anti-huLTβR Antikörper im Serum der immunisierten Mäuse mittels ELISA. Die 
Beschichtung der 96-Well-Platte erfolgte mit huLTβR-Ig (aus Drosophila-S2-Zellen). Das Serum wurde 
ausgehend von 1:100 in Zweierschritten verdünnt und eingesetzt. Als Zweitantikörper diente ein γ-Ketten-
spezifischer anti-Maus IgG Antikörper. Die Serumverdünnungen wurden auf der x-Achse gegen die OD bei 405 
nm auf der y-Achse. Der Titer der Tiere ergibt sich aus dem Wendepunkt der erhaltenen Kurven und liegt bei 
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4.2.1.5 Herstellung antikörperproduzierender Hybridome 
Die Fusion, die mit der Milz der Maus 1 durchgeführt wurde, folgte dem Protokoll, das im 
Abschnitt 3.3.5 beschrieben ist. Nach ungefähr sieben bis acht Tagen waren die ersten Klone 
sichtbar. Insgesamt wurden die Überstände von 553 Hybridomklonen auf die Produktion von 
anti-huLTβR mAK getestet. Um zu verhindern, dass Hybridome, die Antikörper gegen 
bakterielle Proteine in der EZD-Aufreinigung oder gegen den 6x His-Tag produzieren, als 
positiv ausgewählt werden, erfolgte wie bei der Titerbestimmung die Beschichtung der 
ELISA-Platte nicht mit der EZD des huLTβR, sondern mit rekombinant in Drosophila-S2-
Zellen exprimiertem huLTβR-Ig. Außerdem sollten wie bei der Bestimmung des Serumtiters 
durch die Verwendung eines γ-Ketten-spezifischen Zweitantikörpers nur solche Hybridome 
ausgewählt werden, die Immunglobuline des Isotyps IgG produzieren. Von diesen konnten 













Abb. 25 Die stabil etablierten Hybridome 4D6, 8A8 und 13H6. Diese wurden bei der Fusion aus insgesamt 553 
getesteten Klonen ausgewählt. Der Kulturüberstand der Zellen wurde im ELISA eingesetzt. Dabei erfolgte die 
Beschichtung der Platten mit huLTβR-Ig. Als Sekundärantikörper diente ein anti-Maus IgG γ-Ketten-
spezifischer Antikörper. 
 
Bei der Bestimmung der Isotypen (siehe 3.3.8) konnte nachgewiesen werden, dass sowohl 
4D6 als auch 8A8 den Isotyp IgG1 besitzen. 13H6 produzierte jedoch, nachdem er beim 
Austesten der Hybridome ein positives Signal mit γ-Ketten-spezifischem Zweitantikörper 
gab, nur noch Antikörper des Isotyps IgM. 
Zusätzlich zur Isotypbestimmung wurde getestet, ob die hergestellten Antikörper im ELISA 
mit mLTβR-Ig (in Drosophila-S2-Zellen exprimiert) ebenfalls kreuzreagieren (Daten nicht 
gezeigt). Dabei wurde wie in 3.1.7.2 vorgegangen, nur fand die Beschichtung der ELISA-
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4D6 als auch 8A8 nicht kreuzreaktiv sind. 13H6 war hingegen auch dann positiv, wenn 
mLTβR-Ig an die Platte gebunden wurde. 
4.2.1.6 Reinigung der Antikörper über eine Protein-G-Sepharose-Säule 
Zur Herstellung größerer Mengen an gereinigten Antikörpern wurden bei den Hybridomen 
4D6 und 8A8 jeweils ungefähr zwei Liter des Kulturüberstandes gesammelt und über eine 
Protein-G-Sepharose-Säule gegeben (siehe 3.3.7). Die Analyse der Fraktionen aus den 
Elutionen erfolgte mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese und einer Coomassie-Färbung. Dabei 
konnte nachgewiesen werden, dass sowohl 4D6 als auch 8A8 nach der Elution in hoher 
Reinheit vorlagen (siehe Abb. 26). Der größte Teil der Antikörper war in den Fraktionen 2 
und 3 zu finden. Im Gel sind zwei Banden zu sehen: die obere bei ca. 60 kDa stellt die 
















Abb. 26 Analyse der Reinigung monoklonaler anti-huLTβR Antikörper. Der Kulturüberstand der Hybridome 
wurde gesammelt und über eine Protein-G-Sepharosesäule gereinigt (siehe 3.3.7). Anschließend erfolgte die 
Analyse der einzelnen Elutionsfraktionen (1-5) mittels eines SDS-Gels. Hier ist exemplarisch die Aufreinigung 
des Antikörpers 4D6 gezeigt. 
 
Das Hybridom 13H6 kann als IgM-Isotyp nicht über eine Protein-G-Sepharose-Säule 
gereinigt werden, so dass für die weiteren Versuche sterilfiltrierter Kulturüberstand verwendet 
wurde. 
4.2.1.7 Test der Antikörper im Dot Blot  
Die hergestellten Antikörper wurden zunächst im Dot Blot ausgetestet. Dabei trägt man das 
native Antigen auf eine Nitrozellulosemembran auf, lässt die Proteinlösung eintrocknen und 
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wurde die Reaktivität der Antikörper gegenüber der EZD des huLTβR (aus E. coli) und S2-
































Abb. 27 Detektion von huLTβR (EZD oder Ig-Protein) durch monoklonale anti-huLTβR Antikörper im Dot 
Blot. A. Auf die Nitrozellulosemembran wurden jeweils 500 ng und 250 ng der EZD des huLTβR (in E. coli 
exprimiert) aufgebracht. B. Auf die Nitrozellulosemembran wurden jeweils 1000 ng, 500 ng und 250 ng von 
huLTβR-Ig (1) oder mLTβR-Ig (2) aufgebracht. Die Membranen (A und B) wurden nach dem Trocknen der 
Proteinlösung mit den angegebenen anti-huLTβR mAK inkubiert. Als Sekundärantikörper diente anti-Maus-IgG-
POX (1:1000). Positivkontrolle 2.AK: Auftragung von Mausserum (1:1000), kein Erstantikörper, aber 
Sekundärantikörper. Negativkontrolle 2.AK: Auftragung von EZD huLTβR, huLTβR-Ig oder mLTβR-Ig, kein 
Erstantikörper, aber Sekundärantikörper. 
 
 
In der obigen Abbildung ist zu sehen, dass mit allen drei Antikörpern ein Signal vorhanden 
ist, wenn die EZD des huLTβR auf die Membran aufgebracht wurde (siehe Abb. 27, A). 4D6 
reagiert mit huLTβR-Ig, zeigt aber keine Kreuzreaktivität gegenüber mLTβR-Ig. 8A8 und 
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4.2.1.8 Test der Antikörper im Western Blot 
Neben der Analyse der Antikörper im Dot Blot sollte auch ihre Reaktivität im Western Blot 
überprüft werden. Dazu erfolgte zunächst eine Auftrennung der Antigene auf einem SDS-Gel. 





















Abb. 28 Detektion von huLTβR (EZD oder Ig-Protein) mittels des anti-huLTβR mAK 8A8 im Western Blot. 
Die rekombinanten Proteine huLTβR-Ig, mLTβR-Ig und EZD huLTβR wurden mittels Gelelektrophorese 
aufgetrennt und auf eine Membran geblottet. Im anschließenden Western Blot diente der anti-huLTβR mAK 8A8 
(c= 10 µg/ml) als Erstantikörper. Als Zweitantikörper wurde anti-Maus-IgG-POX verwendet (1:1000). 
 
Im Western Blot zeigt der Antikörper 4D6 keine Bindung an die EZD des huLTβR, an 
huLTβR-Ig oder an mLTβR-Ig (Daten nicht gezeigt). 13H6 bindet an huLTβR-Ig und ist auch 
kreuzreaktiv gegenüber mLTβR-Ig (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe von 8A8 kann man 
huLTβR-Ig und die EZD des huLTβR, nicht jedoch mLTβR-Ig, im Western Blot nachweisen 
(siehe Abb. 28). 
4.2.1.9 Test der Antikörper im Durchflusszytometer 
Als nächstes wurden die hergestellten anti-huLTβR Antikörper daraufhin überprüft, ob sie für 
die Färbung von Zellen zur Analyse im Durchflusszytometer geeignet sind. Dazu wurden 
A375-Zellen, eine humane Melanomzelllinie, von der bekannt ist, dass sie den LTβR 
exprimiert (Degli-Esposti et al., 1997), jeweils mit den drei Antikörpern inkubiert. Als 
Zweitantikörper kam ein anti-Maus IgG („whole molecule“), der FITC-konjugiert ist, zum 
Einsatz. Die gereinigten Immunglobuline 4D6 und 8A8 wurden in unterschiedlichen Mengen 
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Signal detektiert werden (siehe Abb. 29, untere Reihe, gezeigt ist die Färbung mit 10 µg 
Antikörper). Beim Hybridom 13H6 wurde wie schon erwähnt der Kulturüberstand (100 µl) 
auf die A375-Zellen pipettiert. Hier zeigte sich eine Rechtsverschiebung der Zellpopulation 
im Durchflusszytometer (siehe Abb. 29, untere Reihe, rechts), so dass man davon ausgehen 
kann, dass 13H6 für die FACS-Analyse geeignet ist. Das Signal, das man mit 13H6 erhält, ist 
jedoch nicht so stark ausgeprägt wie es bei der Positivkontrolle, einem seit Ende 2007 
käuflich erhältlichen anti-huLTβR Antikörper (Klon 31G4D8), der Fall ist (siehe Abb. 29, 
obere Reihe, rechts). 
 
 
Abb. 29 FACS-Analyse mit den etablierten Hybridomen 4D6, 8A8 und 13H6. A375-Zellen wurden mit 
unterschiedlichen Mengen an Antikörpern versetzt. Als Zweitantikörper diente ein anti-Maus-IgG FITC-
konjugierter Antikörper. In der oberen Reihe sind die Negativkontrolle (nur Zweitantikörper) und die 
Positivkontrolle (anti-huLTβR mAK, Klon 31G4D8) aufgetragen. In der unteren Reihe sieht man die FACS-
Analysen mit 4D6, 8A8 und 13H6. Gezeigt ist hier jeweils die Färbung mit 10 µg gereinigtem Antikörper bzw. 
100 µl sterilfiltriertem Hybridomüberstand. FSC= Forward Scatter. 
 
4.2.1.10 Ermittlung der optimalen Versuchsbedingungen für die funktionelle Analyse 
der anti-huLTβR Antikörper 4D6 und 8A8 
Als Testsystem für die funktionelle Analyse der Klone 4D6 und 8A8 wurde die humane 
Melanomzelllinie A375 ausgewählt, da bereits bekannt ist, dass ihre Stimulation mit 
LTαLTβ-Oligomeren (Degli-Esposti et al., 1997) und mit rekombinantem huLIGHT 
neg. Kontrolle pos. Kontrolle
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(rhuLIGHT) (Hehlgans et al., 2001) zu einer Induktion der Expression von Interleukin-8 
führt. Diese ist außerdem von einer Aktivierung des NFκB-Signalwegs abhängig (Chang et 
al., 2002). Zur Ermittlung der optimalen Versuchsbedingungen wurden die A375-Zellen 
zunächst mit rhuLIGHT (in unserem Labor hergestellt) und mit dem bereits erwähnten anti-
huLTβR Antikörper (Klon 31G4D8) stimuliert. Dies ist ein monoklonaler Antikörper, der aus 
einer mit einem huLTβR Fc-Protein immunisierten Maus generiert wurde und für FACS-
Analysen und Immunpräzipitationen verwendet werden kann. Außerdem ist er unter 
bestimmten Versuchsbedingungen agonistisch (Chen et al., 2003). 
In den Vorexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass der anti-huLTβR Antikörper 
genauso wie rhuLIGHT in den A375-Zellen zu einer Induktion der IL-8-Expression und zu 
einer Aktivierung des NFκB-Signalwegs führt (siehe Abb. 30). Somit ist er auch unter 


























Abb. 30 Die Stimulation von A375-Zellen mit agonistischem anti-huLTβR mAK (Klon 31G4D8) und 
rhuLIGHT. A. Die IL-8-Expression der A375 nach Stimulation des LTβR. Dafür wurden die Zellen in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag für 2 h mit 5 
µg/ml anti-huLTβR mAK und als Positivkontrolle mit 10 µg/ml rhuLIGHT inkubiert oder unstimuliert belassen 
(Negativkontrolle). Aus dem Kulturüberstand wurde mittels eines ELISAs die IL-8-Konzentration bestimmt. 
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Experimenten. B. Die Aktivierung des NFκB-Signalwegs in den A375 nach Stimulation des LTβR dargestellt. 
Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten ausgesät und nach 24 h mit 
phRL-TK und pGL2-NFκB (Verhältnis: 1:15) unter Verwendung von DOTAP kotransfiziert. Nach ca. 18 h 
wurde das Medium gewechselt und die Zellen für 2 h stimuliert (siehe oben). Die Lysate wurden mit Hilfe eines 
Luminometers analysiert. Die Werte wurden anhand der Renilla-Luciferaseaktivität normalisiert. Dargestellt ist 
eines von zwei übereinstimmenden Experimenten. 
 
Bei den Vorversuchen zeigte sich außerdem, dass bereits bei einer Stimulationsdauer von 2 h 
mit dem agonistischen anti-huLTβR mAK (Klon 31G4D8) und rhuLIGHT ein 
Konzentrationsanstieg von IL-8 im Kulturüberstand der stimulierten Zellen im Vergleich zu 
den Kontrollen zu sehen ist (siehe Abb. 30). Bei einer längeren Stimulierung der Zellen (4 h, 
8 h oder 24 h) kommt es hingegen nicht zu einer stärkeren Induktion der IL-8-Expression, da 
die A375-Zellen endogen IL-8 exprimieren (Daten nicht gezeigt). Weiterhin erwies sich eine 
Konzentration von 5 µg/ml beim agonistischen anti-huLTβR Antikörper und eine 
Konzentration von 10 µg/ml beim rhuLIGHT als ideal für die Stimulierungen (siehe Abb. 30). 
Eine erhöhte oder erniedrigte Gabe der Stimulanzien brachte keine zusätzliche Erhöhung der 
IL-8-Expression bzw. der NFκB-Aktivität (Daten nicht gezeigt). Somit wurde für die weiteren 
Versuche zur Austestung der agonistischen oder antagonistischen Wirkung der anti-huLTβR 
Antikörper 4D6 und 8A8 die Stimulationsdauer auf 2 h festgelegt. Die Konzentration der 
hergestellten Antikörper wurde bei den verschiedenen Versuchen variiert. Nur die 
Positivkontrollen wurden wie oben ermittelt eingesetzt. Der Antikörper 13H6 wurde aufgrund 
des IgM-Isotyps nicht bei den funktionellen Tests untersucht. 
4.2.1.11 Analyse der agonistischen Wirkung der Antikörper 4D6 und 8A8 
Zunächst wurde die agonistische Wirkung der beiden anti-huLTβR mAK 4D6 und 8A8 im 
Hinblick auf die Induktion der IL-8-Expression und die Erhöhung der NFκB-Aktivität 
untersucht. 
4.2.1.11.1 Induktion der IL-8-Expression 
Für die Stimulationsversuche wurden A375 in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 
24-Well-Platten ausgesät. Nach einem Tag erfolgte die Zugabe der zu testenden Antikörper 
4D6 und 8A8. Beide Antikörper wurden in den Konzentrationen 5 µg/ml, 10 µg/ml und 20 
µg/ml bei den Stimulationsversuchen verwendet und für 2 h auf den Zellen belassen. Die 
Bestimmung der IL-8-Expression wurde mittels eines ELISAs durchgeführt. 
Ergebnisse 





















Abb. 31 Die IL-8-Expression der A375-Zellen nach Stimulation mit 4D6 und 8A8. Die Zellen wurden in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten in Triplikaten ausgesät und nach 24 h im Brutschrank 
für 2 h mit 4D6 und 8A8 in einer Konzentration von 5, 10 und 20 µg/ml stimuliert. Als Positivkontrolle diente 
rhuLIGHT (c= 10 µg/ml). Die Negativkontrolle sind unstimulierte Zellen. Die IL-8-Konzentration wurde im 
Kulturüberstand mittels eines ELISAs bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. 
Dargestellt ist eines von zwei Experimenten. 
 
Wie in Abb. 31 zu sehen ist, führte keiner der beiden anti-huLTβR mAK 4D6 und 8A8 in den 
unterschiedlichen Konzentrationen zu einer Stimulation der IL-8-Expression. 
4.2.1.11.2 Stimulation des NFκB-Signalwegs 
Als weiterer Parameter zur Überprüfung der möglichen agonistischen Wirkung der 
monoklonalen Antikörper wurde die Aktivierung des NFκB-Signalweges untersucht. Dabei 
wurde wie in 3.2.12 beschrieben vorgegangen. Es zeigte sich, dass sowohl die Zugabe von 
4D6 als auch von 8A8 zu keiner Aktivierung des NFκB-Signalwegs führt (siehe Abb. 32). Mit 
der Positivkontrolle rhuLIGHT (c=10 µg/ml) ist hingegen eine deutliche Induktion der 
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Abb. 32 Aktivierung des NFκB-Signalwegs in A375 nach Inkubation mit 4D6 und 8A8. Die Zellen wurden in 
einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten ausgesät, nach 24 h mit phRL-TK und pGL2-
NFκB kotransfiziert (ca. 18 h) und für 4 h stimuliert. Die Lysate wurden in einem Luminometer analysiert. Die 
Werte wurden mittels der Renilla-Luciferase normalisiert. Angegeben sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung. 
 
4.2.1.12 Analyse der antagonistischen Wirkung der Antikörper 4D6 und 8A8 
Nachdem keiner der beiden Antikörper 4D6 und 8A8 agonistisch ist, wurde ebenfalls mit den 
A375-Zellen untersucht, ob eine antagonistische Wirkung vorliegen könnte. 
4.2.1.12.1 Blockade der IL-8-Expression 
Um zu überprüfen, ob die Stimulation der IL-8-Expression durch die Zugabe der hergestellten 
Antikörper 4D6 und 8A8 gehemmt werden kann, wurden wiederum A375-Zellen verwendet 
(siehe 3.2.6). Die Antikörper 4D6 und 8A8 wurden im Verhältnis 1:1, 5:1 und 10:1 zum 
rekombinanten huLIGHT eingesetzt. Als Positivkontrolle diente der Überstand von Zellen, 
die für 2 h ohne Stimulus belassen und anschließend mit rhuLIGHT für 2 h behandelt wurden. 
Die Negativkontrolle waren unstimulierte A375-Zellen. 
 
 
Abb. 33 Die Expression von IL-8 nach Zugabe von 4D6 und 8A8 bei gleichzeitiger Stimulation mit rhuLIGHT. 
Die A375-Zellen wurden in 24-Well-Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in Triplikaten ausgesät 
und einen Tag im Brutschrank belassen. Danach erfolgte die Zugabe von 4D6 bzw. 8A8 für 2 h und eine weitere 
Inkubation mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) für 2 h. Das Konzentrationsverhältnis zwischen 4D6 bzw. 8A8 und 
rhuLIGHT betrug dabei 1:1, 5:1 und 10:1. Die IL-8-Konzentration im Kulturüberstand wurde mittels eines 
ELISAs bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. 
 
Wie in Abb. 33 zu sehen ist, zeigte sich durch die Zugabe von 4D6 vor der Stimulation mit 
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Expression. Die Inkubation mit 8A8 und rhuLIGHT im Verhältnis 1:1 und 5:1 führte 
hingegen zu einer leicht verminderten IL-8-Konzentration im Überstand. Bei höheren 
Konzentrationen von 8A8 (Verhältnis 10:1) ist dieser Effekt jedoch geringer ausgeprägt. 
Somit hemmt der hergestellte anti-huLTβR Antikörper 8A8 die durch die Stimulierung des 
LTβR mit rhuLIGHT erhöhte IL-8-Expression und scheint antagonistische Wirkung 
aufzuweisen. 
Um diesen Befund weiter zu untersuchen, wurde anstatt des rhuLIGHT auch der agonistische 
anti-huLTβR mAK 31D4G8 (c= 5 µg/ml) verwendet und im Verhältnis 1:1, 1:5 und 1:10 mit 
8A8 im Versuch eingesetzt. Auch hier konnte bis auf den Ansatz mit einem zehnfachen 
Überschuss an 8A8 eine Hemmung der Stimulation der IL-8-Expression beobachtet werden 


















Abb. 34 Expression von IL-8 bei Zugabe von 8A8 und agonistischem mAK 31G4D8. A375-Zellen wurden in 
24-Well-Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag für 2 h 
mit 8A8 inkubiert. Danach erfolgte die Stimulation mit 5 µg/ml agonistischem anti-huLTβR mAK. 8A8 wurde 
dabei im Verhältnis 1:1, 5:1 und 10:1 zum 31G4D8 eingesetzt. Die Konzentration an IL-8 wurde aus dem 
Kulturüberstand mittels eines ELISAs bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. 
 
Somit scheint der anti-huLTβR mAK 8A8 in Bezug auf die Hemmung der Induktion der IL-8-
Expression antagonistisch zu sein. 
4.2.1.12.2 Hemmung der NFκB-Aktivierung 
Da 8A8 in den vorhergehenden Versuchen (siehe 4.2.1.12.1) die Induktion der IL-8-
Expression vermindern konnte, sollte auch die Hemmung der NFκB-Aktivierung untersucht 
werden. Dazu wurden die Zellen zunächst wie in 4.2.1.11.2 behandelt, dann mit rhuLIGHT 
für 2 h und schließlich mit 8A8 im Verhältnis 1:1 und 1:5 für weitere 2 h inkubiert. Zusätzlich 
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dienten unstimulierte Zellen. Für die Positivkontrolle wurden die A375-Zellen nur mit 
rhuLIGHT behandelt. Bei der Analyse der Zelllysate mittels eines Luminometers zeigte sich, 
dass die Zugabe von 8A8 in der äquivalenten Konzentration oder im fünffachen Überschuss, 
nicht aber von 4D6, zu einer Verminderung der NFκB-Aktivität führt (siehe Abb. 35). Somit 
scheint der anti-huLTβR mAK 8A8 eine antagonistische Wirkung zu besitzen, wenn er in der 














Abb. 35 Aktivierung des NFκB-Signalweges nach Zugabe von 4D6 bzw. 8A8 und rhuLIGHT. A375-Zellen 
wurden in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten ausgesät und über Nacht im 
Brutschrank belassen. Danach erfolgte die transiente Kotransfektion mit phRL-TK und pGL2-NFκB (ca. 18 h). 
Die Zellen wurden zunächst mit 4D6 oder 8A8 für 2 h und anschließend mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml, im 
Verhältnis 1:1 und 5:1) für weitere 2 h inkubiert. Die Lysate wurden in einem Luminometer analysiert. 
Dargestellt ist eines von zwei übereinstimmenden Experimenten. 
 
4.2.1.13 Zusammenfassung der Charakterisierung der anti-huLTβR Antikörper 
In der folgenden Abbildung sind die Eigenschaften der hergestellten anti-huLTβR Antikörper 
zusammengefasst (siehe Abb. 36). 
Klon 4D6 8A8 13H6 
Isotyp IgG1 IgG1 IgM 
ELISA + + + 
Dot Blot + - - 
Western Blot - + - 
FACS-Analyse - - + 
agonistisch - - n.d. 
antagonistisch - + n.d. 
 
Abb. 36 Übersicht über die Verwendbarkeit der anti-huLTβR Antikörper. Es ist nur die Reaktivität gegenüber 
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4.2.2 Expression des LTβR in humanen Geweben 
Bereits vor einiger Zeit wurden in unserem Labor Hybridome durch eine Fusion von 
Milzzellen einer mit huLTβR immunisierten Ratte mit Sp2/0-Ag14-Zellen generiert. Das im 
ELISA (Beschichtung mit huLTβR-Ig) positive Hybridom 3G10H3 zeigte im Western Blot 
keine Reaktivität gegenüber huLTβR-Ig und soll nun dahingehend untersucht werden, ob es 
für die Färbung von humanen Paraffinschnitten geeignet ist. Dazu wurde der Kulturüberstand 
des Hybridoms 3G10H3 verwendet, um auf Paraffinschnitten humaner Gewebe (Milz, Kolon- 
und Ovarialkarzinom) spezifische den huLTβR mit Hilfe eines sekundären anti-Ratten 
Antikörpers nachzuweisen. 
4.2.2.1 Milz 
Für die Färbungen wurden zunächst Paraffinschnitte von humanem Milzgewebe angefertigt, 
welches freundlicherweise vom Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Regensburg 
zur Verfügung gestellt wurde. Danach erfolgte die Färbung mit dem Überstand des 



























Abb. 37 Nachweis der Expression des LTβR auf humanen Milzschnitten mit dem Antikörper 3G10H3. A und B: 
Färbung des LTβR auf Zellen in der roten Pulpa der Milz (braune Färbung). Die B- und T-Lymphozyten in der 
weißen Pulpa sind blau angefärbt (Hämalaun). Vergrößerung: 160x. C: Färbung der Zellen wie in A und B. 
Vergrößerung: 250x. D: Isotypkontrolle: kein Erstantikörper, sondern Ratten-IgG, ansonsten gleiche Behandlung 
der Gewebeschnitte wie in A, B und C. Vergrößerung: 250x. 
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Die immunhistochemischen Schnitte zeigen, dass mit dem Antikörper des Hybridoms 
3G10H3 die rote Pulpa der Milz angefärbt werden kann (braune Färbung, siehe Abb. 37). 
Diese besteht hauptsächlich aus Stroma und für den Abbau von alten Erythrozyten 
zuständigen Makrophagen. Die weiße Pulpa, welche B- und T-Lymphozyten beinhaltet, lässt 
sich hingegen nicht anfärben (blaue Hämalaunfärbung, siehe Abb. 37). Da der LTβR auf B- 
und T-Lymphozyten nicht exprimiert wird, alle anderen Zellen des Organismus ihn zum 
großen Teil jedoch tragen, kann man davon ausgehen, dass der Antikörper des Hybridoms 
3G10H3 für die spezifische Färbung des LTβR in Paraffinschnitten geeignet ist. 
4.2.2.2 Kolon- und Ovarialkarzinom 
Für die Färbung von Tumormaterial wurden Paraffinschnitte aus Kolon- und 
Ovarialkarzinommaterial hergestellt, das ebenfalls vom Institut für Pathologie des 

























Abb. 38 Nachweis der Expression des LTβR in humanen Kolon- und Ovarialkarzinomen mit dem Antikörper 
3G10H3. A: Kolonkarzinom. Auf der linken Seite sieht man die Isotypkontrolle (ohne Erstantikörper, mit 
Ratten-IgG), auf der rechten Seite die Färbung des LTβR (in braun). B: Ovarialkarzinom. Auf der linken Seite 
ist wiederum die Isotypkontrolle (wie in A), auf der rechten Seite die Färbung des LTβR (in braun). In beiden 
Fällen sind die Schnitte zusätzlich noch mit Hämalaun angefärbt (blau). Vergrößerung: 250x. 
 
Sowohl die Kolon- als auch die Ovarialkarzinome können mit dem Antikörper des Hybridoms 
3G10H3 angefärbt werden. Der LTβR ist in beiden Tumorarten stark exprimiert (braune 
Färbung, siehe Abb. 38, A und B, jeweils rechte Seite). Außerdem sind deutlich die in den 
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Tumor eingewanderten Lymphozyten zu erkennen, welche wie zu erwarten negativ für den 
LTβR sind (blaue Hämalaunfärbung, siehe Abb. 38). 
4.2.3 Stimulation von humanem Tumormaterial mit rhuLIGHT und agonistischem 
anti-huLTβR Antikörper 
Für die folgenden Versuche wurde frisches, operativ entferntes humanes Tumormaterial 
verwendet, das wie schon die humanen in Paraffin eingebetteten Gewebe vom Institut für 
Pathologie des Universitätsklinikums Regensburg zur Verfügung gestellt wurde. Kolon- und 
Ovarialkarzinome wurden von den Pathologinnen Dr. Frauke Bataille, Dr. Simone Bertz, 
Katharina Schardt und Dr. Corinna Vogel im Schnellschnitt untersucht und sofort im 
Anschluss in die Stimulationsexperimente eingesetzt. Zusätzlich dazu wurde ein Stück des 
Tumorgewebes für weitere Analysen in RNAlater eingefroren. 
4.2.3.1 Nachweis der Expression von LTβR und HVEM im Kolon- und 
Ovarialkarzinomgewebe 
Aus den erhaltenen, unbehandelten Kolon- und Ovarialkarzinomen wurde RNA isoliert und 
mittels RT-PCR in cDNA umgeschrieben. Die Expression des LTβR und von HVEM soll 















Abb. 39 Nachweis des LTβR und von HVEM im Kolon- und Ovarialkarzinomgewebe. Aus den angegebenen 
Geweben wurde RNA isoliert und diese in cDNA umgeschrieben. Mittels RT-PCR erfolgte der Nachweis des 
LTβR und von HVEM. Als Kontrolle wurde β-Aktin verwendet. 1+2: Kolonkarzinomgewebe, 3+4: 
Ovarialkarzinomgewebe, 5: Negativkontrolle ohne cDNA. 
 
Im Gelbild (siehe Abb. 39) sind exemplarisch jeweils zwei der untersuchten Kolon- und 
Ovarialkarzinome gezeigt. In beiden Geweben ist der LTβR und zu einem geringeren Anteil 
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4.2.3.2 Stimulation von primären Kolonkarzinomgeweben 
Insgesamt standen für die Stimulationsversuche drei verschiedene Kolonkarzinome zur 
Verfügung. Diese wurden jeweils in Stücke geschnitten, wobei die Anzahl abhängig von der 
Größe des Tumorgewebes war, gewogen und für 2 h bei 37°C in Medium inkubiert (siehe 
3.2.8). Im Kulturüberstand wurde die Konzentration an gebildetem IL-8 bestimmt. Das 
stimulierte Gewebe wurde für die Bestimmung von IL-8 mittels quantitativer PCR verwendet. 
4.2.3.2.1 Nachweis von IL-8 auf mRNA-Ebene 
Um zu untersuchen, ob die Zugabe von rhuLIGHT oder anti-huLTβR mAK 31G4D8 im 
Primärgewebe die Transkription von IL-8-mRNA erhöht, wurde eine quantitative PCR 
durchgeführt (siehe 3.1.5.4). Dabei wurden zwei der drei Kolonkarzinomgewebe analysiert. 
Zunächst erfolgte die Überprüfung der Qualität der RNA mittels eines Northern Blots. Dabei 
konnte nachgewiesen werden, dass die RNA nicht degradiert war (Daten nicht gezeigt) und 














Abb. 40 Quantitative PCR zum Nachweis von IL-8 in Kolonkarzinomgeweben. Die Tumorproben wurden sofort 
nach Erhalt in kleine Stücke geschnitten, gewogen und für 2 h in Kultur genommen (siehe 3.2.8). Die Anzahl der 
Gewebestücke richtete sich nach der Größe der erhaltenen Tumorproben. Nach der Stimulierung wurde aus den 
Geweben RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Anschließend erfolgte der Nachweis der IL-8 mRNA 
mittels quantitativer PCR. Als Referenzgen diente 18S. Der Wert eines unstimulierten Gewebes wurde 1 gesetzt 
und die anderen Werte darauf bezogen. Angegeben sind die Einzelwerte der stimulierten Gewebe. A: Tumor 1, 
B: Tumor 2. 
 
Die Ergebnisse der quantitativen PCR sind sehr inhomogen (siehe Abb. 40). Im 
Primärgewebe aus Tumor 1 (siehe Abb. 40, A) war nur wenig IL-8-mRNA in den 
unstimulierten Tumorstücken zu detektieren. Nach der Stimulierung mit rhuLIGHT und mit 
dem agonistischen anti-huLTβR mAK war die IL-8-Expression nur jeweils in einer der 
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unstimulierten Kontrollen. Beim Primärgewebe aus Kolonkarzinom 2, das sehr klein war, 
führte die Stimulierung zu keiner Erhöhung der IL-8-mRNA im Vergleich zum unbehandelten 
Tumorgewebe (siehe Abb. 40, B). Es muss jedoch festgestellt werden, dass die Anzahl der 
untersuchten Tumorgewebe zu gering war, um Rückschlüsse zu erhalten, ob das erhaltene 
Ergebnis repräsentativ ist. 
4.2.3.2.2 Nachweis von IL-8 auf Proteinebene 
Die Analysen zur Konzentrationsbestimmung von IL-8 im Kulturüberstand wiesen wie schon 
bei der Bestimmung durch quantitative PCR eine große Streuung auf (siehe Abb. 41). Die 
Expression von IL-8 ist im unstimulierten Kolonkarzinomgewebe 1 relativ gering. Durch die 
Inkubation mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) ist in beiden Proben eine Zunahme der IL-8-
Konzentration zu beobachten. Die Zugabe von agonistischem anti-huLTβR mAK 31G4D8 
(c= 5 µg/ml) führt hingegen nur in einem der beiden Tumorgewebe zu einer erhöhten IL-8-
Expression. Das erhaltene Kolonkarzinomgewebe 2 war sehr klein, so dass nur jeweils ein 
Tumorstück untersucht werden konnte. Dabei ändert sich die IL-8-Konzentration durch die 
Stimulation mit rhuLIGHT oder mit anti-huLTβR mAK 31G4D8 im Vergleich zur 
unstimulierten Kontrolle nicht. Das letzte untersuchte Tumorgewebe (Kolonkarzinom 3) 
exprimiert von sich aus große Mengen an IL-8. Diese konnte durch die Zugabe von 
rhuLIGHT oder agonistischem anti-huLTβR mAK nicht erhöht werden. 
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Abb. 41 IL-8-Expression der Kolonkarzinomgewebe. Die Tumorproben wurden sofort nach Erhalt in kleine 
Stücke geschnitten, gewogen und für 2 h in Kultur genommen. Die Anzahl der Gewebestücke richtete sich nach 
der Größe der erhaltenen Tumorproben. Es erfolgte entweder eine Stimulation mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) oder 
mit agonistischem anti-huLTβR mAK (c= 5 µg/ml) oder die Tumore wurden unbehandelt belassen. Aus dem 
Kulturüberstand wurde die IL-8-Konzentration mittels eines ELISAs bestimmt. Die Werte wurden auf 10 mg 
Tumorgewebe umgerechnet. A: Tumor 1, B: Tumor 2, C: Tumor 3. 
 
Insgesamt war zu wenig primäres Tumormaterial vorhanden, um eine klare Aussage über die 
mögliche Zunahme der IL-8-Expression durch die Stimulation des Primärgewebes zu treffen. 
4.2.3.3 Stimulation von primären Ovarialkarzinomgeweben 
Für die Stimulationsversuche standen vier verschiedene primäre Ovarialkarzinomgewebe zur 
Verfügung. Diese wurden wie in 4.2.3.2 behandelt und analysiert. 
4.2.3.3.1 Nachweis von IL-8 auf mRNA-Ebene 
Für die Analyse der Menge an IL-8-mRNA wurden zwei Ovarialkarzinomgewebe (1 und 2) 
verwendet, bei denen größere Proben vorhanden waren. Wie bei den Kolonkarzinomgeweben 
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Aussagen über die Stimulierbarkeit des primären Ovarialkarzinomgewebes mit rhuLIGHT 
oder anti-huLTβR mAK getroffen werden können. 
 
Abb. 42 Quantitative PCR für IL-8 in Ovarialkarzinomgeweben. Die Tumorproben wurden sofort nach Erhalt in 
kleine Stücke geschnitten, gewogen und für 2 h in Kultur genommen (siehe 3.2.8). Die Anzahl der 
Gewebestücke richtete sich nach der Größe der erhaltenen Tumorproben. Nach der Stimulierung wurde aus den 
Geweben RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Anschließend erfolgte der Nachweis der IL-8 mRNA 
mittels quantitativer PCR. Als Referenzgen diente 18S. Der Wert eines unstimulierten Gewebes wurde 1 gesetzt 
und die anderen Werte darauf bezogen. Angegeben sind die Einzelwerte der stimulierten Gewebe. A: Tumor 1, 
B: Tumor 2. 
 
4.2.3.3.2 Nachweis von IL-8 auf Proteinebene 
Ebenso wie die Kolonkarzinomgewebe wiesen die Ovarialkarzinomgewebe bei der 
Expression von IL-8 eine große Inhomogenität auf (siehe Abb. 43). Das 
Ovarialkarzinomgewebe 1 exprimierte relativ geringe Mengen des Chemokins. Außerdem 
gibt es keine Unterschiede zwischen den unstimulierten und den mit rhuLIGHT oder 
agonistischem anti-huLTβR mAK behandelten Tumorproben. Bei der zweiten untersuchten 
Ovarialkarzinombiopsie ist eine leicht erhöhte IL-8-Expression durch die Zugabe der Stimuli 
zu beobachten, wohingegen die IL-8-Expression der Proben, die mit anti-huLTβR mAK 
31G4D8 inkubiert wurden, erneut stark variierte. Das größte Gewebestück konnte beim 
Ovarialkarzinom 3 untersucht werden, welches bereits ohne Stimulierung eine hohe Menge an 
IL-8 exprimiert. Hier zeigte sich, dass zwischen den unbehandelten Kontrollen und den mit 
rhuLIGHT stimulierten Proben kein Unterschied zu beobachten war. Durch die Zugabe von 
agonistischem anti-huLTβR mAK hingegen ist die Expression von IL-8 im Vergleich zur 
Kontrolle signifikant erhöht (p= 0,0049). Die Menge an IL-8 ist beim 
Ovarialkarzinomgewebe 4 ähnlich hoch wie bei Tumor 3. Eine Stimulierung führt jedoch 
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Abb. 43 IL-8-Expression der Ovarialkarzinomgewebe. Die Tumorproben wurden sofort nach Erhalt in kleine 
Stücke geschnitten, gewogen und für 2 h in Kultur genommen. Die Anzahl der Gewebestücke richtete sich nach 
der Größe der erhaltenen Tumorproben. Es erfolgte entweder eine Stimulation mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) oder 
mit agonistischem anti-huLTβR mAK (c= 5 µg/ml) oder die Tumore wurden unbehandelt belassen. Aus dem 
Kulturüberstand wurde die IL-8-Konzentration mittels eines ELISAs bestimmt. Die Werte wurden auf 10 mg 
Tumorgewebe umgerechnet. A: Tumor 1, B: Tumor 2, C: Tumor 3, D: Tumor 4. Bei Tumor 3 ist der 
Unterschied zwischen den unstimulierten und den mit ag. mAK stimulierten Proben statistisch signifikant (p= 
0,0049). 
 
Die Anzahl der untersuchten Tumore ist zu gering, um definitive Aussagen über die Erhöhung 
der IL-8-Expression durch die Stimulierung mit rhuLIGHT oder mit agonistischem anti-
huLTβR mAK treffen zu können. 
4.2.4 Analyse verschiedener humaner Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien 
Aufgrund der geringen Verfügbarkeit von primärem humanen Tumorgewebe und der bei den 
Experimenten aufgetretenen großen Streuung der Werte wurden verschiedene humane Kolon- 
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4.2.4.1 Nachweis der Expression des LTβR und von HVEM 
Zunächst wurden die Kolonkarzinomzelllinien Caco-2, SW48, SW480, WiDr, HCT 116 und 
LoVo und die Ovarialkarzinomzelllinien OAW42, SK-OV-3, OVCAR-3 und Caov-3 auf die 
Expression des LTβR hin untersucht. Dazu wurden die Zellen jeweils mit anti-huLTβR mAK 
gefärbt und im Durchflusszytometer analysiert (siehe 3.2.14). Dabei zeigte sich, dass alle 




Abb. 44 FACS-Analyse der Expression des LTβR auf den verwendeten humanen Kolon- und 
Ovarialkarzinomzelllinien. Die angegebenen Zelllinien wurden jeweils mit dem anti-huLTβR mAK 31G4D8 
gefärbt (c= 1 µg/ Färbung). Als Zweitantikörper diente ein anti-Maus IgG Antikörper (FITC-konjugiert, 1:400). 
Anschließend erfolgte die Analyse der Zellen im Durchflusszytometer. grau= Negativkontrolle, ohne Füllung= 
Färbung des LTβR. 
 
 
Neben LTβR wird auch HVEM in allen humanen Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien 




Caco-2 SW48 SW480 WiDr
HCT 116 LoVo
OAW42 SK-OV-3 OVCAR-3 Caov-3
LTβR
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Abb. 45 Nachweis von HVEM in den humanen Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien. Aus den Zellen wurde 
jeweils RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Anschließend erfolgte der Nachweis von HVEM mittels RT-
PCR. Als Negativkontrolle diente β-Aktin. 1: SW480, 2: SK-OV-3, 3: OVCAR-3, 4: LoVo, 5: Caco-2, 6: HCT 
116, 7: SW48, 8: WiDr, 9: OAW42, 10: Caov-3, 11: Negativkontrolle ohne cDNA. 
 
4.2.4.2 Stimulierung der humanen Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien 
Die oben genannten Zelllinien wurden für die Experimente zunächst in 24-Well-Platten in 
einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/Well im Triplikat ausgesät. Nach 24 h erfolgte die 
Stimulation mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) für 4 h, 8 h und 24 h und die Analyse der IL-8-
Expression mittels ELISA. Parallel dazu wurden die Zellen mit agonistischem anti-huLTβR 
mAK in einer Konzentration von 5 µg/ml stimuliert. Die Dauer der Stimulierung ergab sich 
dabei aus den Ergebnissen, die mit rhuLIGHT erhalten wurden. Abb. 46 zeigt eine Übersicht 
über die Stimulierungsexperimente. 
 
Stimulus rhuLIGHT ag. mAK 
St.-Dauer 4 h 8 h 24 h siehe Werte 
 
         ±St. 
 
Zelllinie 
unst. st. unst. st. unst. st. unst. st. 
Caco-2 8±1 8±1 7±0 8±0 10±1 12±1 - - 
SW48 34±0 37±0 33±1 34±1 40±3 42±1 - - 
SW480 8±1 9±1 7±0 7±0 7±0 9±2 - - 
WiDr 263±7 277±10 401±8 422±14 746±9 704±15 - - 
HCT 116 12±1 35±2 16±1 43±1 21±3 53±12 44±1    (8 h) 
48±2     
(8 h) 
LoVo 72±12 154±41 234±13 352±4 357±32 340±7 88±10  (8 h) 
395±3   
(8 h) 
OAW42 n.d. 9±9 12±9 20±1 n.d. 16±3 - - 
HVEM
β-Aktin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1110
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Abb. 46 Übersicht über die IL-8-Expression der verschiedenen humanen Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien 
(siehe 4.2.4.1). Die Zelllinien wurden in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten in 
Triplikaten ausgesät und nach 24 h mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) oder ag. anti-huLTβR mAK (c= 5 µg/ml) 
stimuliert. Die Kontrollzellen blieben ohne Stimulus. Die jeweilige Stimulationsdauer ist aus der Tabelle zu 
entnehmen. Mittels eines ELISAs wurde die IL-8-Konzentration im Kulturüberstand bestimmt. Hervorgehoben 
sind die Zelllinien, bei denen eine Stimulation zu einer Induktion der IL-8-Expression führt. Aufgeführt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung. Alle Werte sind in pg/ml angegeben. unst.= unstimuliert, st.= stimuliert, St.= 
Stimulierung. 
 
Die Kolonkarzinomzelllinien Caco-2, SW48 und SW480 exprimieren nur sehr geringe 
Mengen an IL-8, welche sich auch durch die Zugabe von rhuLIGHT für 4 h, 8 h oder 24 h 
nicht erhöhen. WiDr-Kolonkarzinomzellen haben von sich aus eine größere IL-8-Expression. 
Diese kann ebenfalls nicht durch die Stimulierung mit rhuLIGHT induziert werden. Aus 
diesem Grund wurde bei allen vier Kolonkarzinomzelllinien auf eine weitere Stimulierung mit 
ag. anti-huLTβR mAK (31G4D8) verzichtet. Die Zelllinie HCT 116 zeigt eine geringe 
endogene IL-8-Expression. Diese konnte durch die Zugabe von rhuLIGHT für 4 h, 8 h (von 
16 ± 1 pg/ml auf 43 ± 1 pg/ml) und 24 h leicht erhöht werden. Für die Stimulation der HCT 
116-Zellen mit agonistischem anti-huLTβR mAK wurde eine Inkubationsdauer von 8 h 
gewählt. Hier konnte jedoch keine Induktion der IL-8-Expression beobachtet werden. LoVo-
Kolonkarzinomzellen exprimieren bereits ohne externen Stimulus endogen IL-8. Die 
Expression des Chemokins konnte durch die Inkubation mit rhuLIGHT erhöht werden. 
Sowohl nach 4 h als auch nach 8 h (von 234 ± 13 pg/ml auf 352 ± 4 pg/ml) liegt die IL-8-
Expression der stimulierten Zellen deutlich über der der Kontrollen. Nach 24 h mit rhuLIGHT 
als Stimulus zeigt sich jedoch kein Unterschied mehr bezüglich der IL-8-Expression zwischen 
den stimulierten und den unstimulierten LoVo-Zellen. Die Zugabe von anti-huLTβR mAK für 
8 h führt wie die Stimulierung mit rhuLIGHT zu einer Erhöhung der IL-8-Expression (von 88 
± 10 pg/ml auf 395 ± 3 pg/ml). 
Die Ovarialkarzinomzelllinie OAW42 exprimiert im unstimulierten Zustand wie Caco-2, 
SW48 und SW480 geringe Mengen an IL-8. Die Expression des Chemokins wird auch durch 
die Zugabe von rhuLIGHT für 4 h, 8 h und 24 h nicht induziert. Aus diesem Grund wurde auf 
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eine Stimulierung mit agonistischem anti-huLTβR mAK verzichtet. Bei der 
Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 konnte beobachtet werden, dass die bereits vorhandene 
endogene Expression von IL-8 durch die Zugabe von rhuLIGHT nach 4 h nicht erhöht ist. 
Nach 8 h bzw. 24 h (von 1186 ± 15 pg/ml auf 1402 ± 39 pg/ml) zeigte sich jedoch eine 
Steigerung der IL-8-Konzentration im Kulturüberstand im Vergleich zu den unstimulierten 
Kontrollen. Bei der Stimulation der SK-OV-3 mit agonistischem anti-huLTβR mAK für 8 h 
ist keine Erhöhung der IL-8-Expression mehr zu sehen. OVCAR-3-Ovarialkarzinomzellen 
exprimieren wie die SK-OV-3-Zellen von sich aus relativ große Mengen an IL-8. Diese sind 
durch die Stimulation mit rhuLIGHT für 4 h bzw. 8 h (von 451± 3 pg/ml auf 626 ± 24 pg/ml) 
erhöht. Nach 24 h ist hingegen kein Unterschied mehr zwischen der Kontrolle und den 
stimulierten Zellen zu erkennen. Da bei der Zugabe von rhuLIGHT eine erhöhte IL-8-
Expression nach 8 h zu sehen war, wurden die Zellen auch mit agonistischem anti-huLTβR 
mAK behandelt. Hierbei zeigte sich jedoch keine Steigerung der IL-8-Konzentration im 
Kulturüberstand. Bei der Ovarialkarzinomzelllinie Caov-3 ist wie bei den SK-OV-3 und den 
OVCAR-3 eine endogene IL-8-Expression zu beobachten. Durch die Zugabe von rhuLIGHT 
war diese nach 4 h oder 8 h leicht erhöht. Bei einer Stimulationsdauer von 24 h zeigte sich 
eine starke Steigerung der Konzentration des Chemokins im Kulturüberstand (von 271 ± 1 
pg/ml auf 800 ± 27 pg/ml). Bei der Stimulation der Zellen mit agonistischem mAK 31G4D8 
für 24 h ist ebenfalls eine deutliche Erhöhung der IL-8-Expression zu beobachten (von 283 ± 
5 pg/ml auf 1058 ± 2 pg/ml). 
4.2.4.3 Transfektion humaner Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien mit pcDNA3.1-IκBα 
SR und pcDNA3.1-NIK DN 
Um analog zu den Versuchen im Maussystem auch bei den humanen Tumorzelllinien zu 
untersuchen, welcher der beiden NFκB-Signalwege bei der Stimulation des LTβR aktiviert 
wird und zur Expression von IL-8 führt, wurden die mit rhuLIGHT oder agonistischem mAK 
stimulierbaren Zelllinien mit pcDNA3.1-IκBα SR zur Hemmung des klassischen und 
pcDNA3.1-NIK DN zur Blockade des alternativen NFκB-Signalwegs transfiziert (siehe 
3.2.11). Anschließend wurden die Zellen stimuliert. Die Stimulationsbedingungen richteten 
sich nach den unter 4.2.4.2 erhaltenen Ergebnissen. 
Für die Versuche wurde die Kolonkarzinomzelllinie LoVo und die drei 
Ovarialkarzinomzelllinien SK-OV-3, OVCAR-3 und Caov-3 verwendet. 
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4.2.4.3.1 LoVo-IκBα SR und LoVo-NIK DN 
Die transfizierten Zellen LoVo-IκBα SR und LoVo-NIK DN zeigen im unstimulierten 
Zustand im Vergleich zum Wildtyp eine stark verminderte Expression von IL-8 (siehe Abb. 
47). Diese kann durch die Zugabe von rhuLIGHT gesteigert werden. Die Stimulierung der 
transfizierten Zellen mit agonistischem Antikörper führt jedoch nicht zu einer erhöhten 
Expression von IL-8. Insgesamt bleibt die IL-8-Expression in den LoVo-IκBα SR und LoVo-


















Abb. 47 IL-8-Expression von LoVo wt, LoVo-IκBα SR und LoVo-NIK DN. Die Zellen wurden in einer 
Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag für 8 h mit 
rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) oder anti-huLTβR mAK 31G4D8 (c= 5 µg/ml) stimuliert oder unbehandelt belassen. 
Anschließend wurde die IL-8-Konzentration im Überstand mit Hilfe eines ELISAs gemessen. Angegeben sind 
die Mittelwerte ± Standardabweichung. SR= IκBα SR, NIK= NIK DN, unst.= unstimuliert. 
 
4.2.4.3.2 SK-OV-3-IκBα SR und SK-OV-3-NIK DN 
Die Zellen SK-OV-3-IκBα SR haben eine stark verminderte, die SK-OV-3-NIK DN eine 
leicht verringerte IL-8-Expression im unstimulierten Zustand im Vergleich zum Wildtyp 
(siehe Abb. 48). Durch die Inkubation der Zellen mit rhuLIGHT für 24 h wird die 
Konzentration an IL-8 im Kulturmedium bei den SK-OV-3, die mit pcDNA3.1-NIK DN 
transfiziert wurden, erhöht. Bei den SK-OV-3-IκBα SR zeigen sich nur minimale 
Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen und der Kontrolle. Zusammenfassend bleibt 







































Abb. 48 IL-8-Expression der SK-OV-3 wt, SK-OV-3-IκBα SR und SK-OV-3-NIK DN. Die Zellen wurden in 
24-Well-Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag für 24 
h mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) stimuliert. Die Kontrollzellen blieben unbehandelt. Die Bestimmung der IL-8-
Konzentration erfolgte mit Hilfe eines ELISAs. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. SR= 
IκBα SR, NIK= NIK DN, unst.= unstimuliert. Daten sind repräsentativ für zwei Experimente. 
 
4.2.4.3.3 OVCAR-3-IκBα SR und OVCAR-3-NIK DN 
Auch die OVCAR-3-IκBα SR und die OVCAR-3-NIK DN zeigen eine verminderte IL-8-
Expression mit oder ohne Stimulus im Vergleich zu den unbehandelten Wildtypzellen (siehe 
Abb. 49). Im Gegensatz zu den SK-OV-3 lassen sich hier aber die OVCAR-3-IκBα SR mit 
rhuLIGHT stimulieren. Bei den OVCAR-3-NIK DN zeigen sich keine Unterschiede zwischen 



















Abb. 49 IL-8-Expression der OVCAR-3 wt, OVCAR-3-IκBα SR und OVCAR-3-NIK DN. Die Zellen wurden in 
einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in 24-Well-Platten in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag im 
Brutschrank für 8 h mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) stimuliert oder unbehandelt belassen. Danach erfolgte die 
Bestimmung der IL-8-Konzentration im Überstand mit einem ELISA. Angegeben sind die Mittelwerte ± 





























                                      101 
 
4.2.4.3.4 Caov-3-IκBα SR und Caov-3-NIK DN 
Die transfizierten Caov-3-IκBα SR und Caov-3-NIK DN haben im unbehandelten Zustand 
eine leicht verminderte IL-8-Expression als die unstimulierten Wildtypzellen (siehe Abb. 50). 
Beide genetisch veränderte Zellen sind jedoch sowohl mit rhuLIGHT als auch mit 
agonistischem Antikörper stimulierbar und zeigen eine erhöhte Abgabe des Chemokins. Die 
IL-8-Expression bleibt hingegen bei den Caov-3-IκBα SR und den Caov-3-NIK DN deutlich 




















Abb. 50 IL-8-Expression der Caov-3 wt, Caov-3-IκBα SR und Caov-3-NIK DN. Die Zellen wurden in 24-Well-
Platten in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml in Triplikaten ausgesät und nach einem Tag im Inkubator 
mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) oder agonistischem mAK (c= 5 µg/ml) für 24 h stimuliert. Die Kontrollzellen 
blieben unbehandelt. Die IL-8-Konzentration im Überstand wurde mittels eines ELISAs bestimmt. Angegeben 
sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. SR= IκBα SR, NIK= NIK DN, unst.= unstimuliert. Daten sind 
repräsentativ für zwei Experimente. 
 
4.2.4.4 MTT-Test der transfizierten Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien 
In mehreren Veröffentlichungen konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von rhuLIGHT oder 
agonistischem anti-huLTβR mAK zu humanen Karzinomzelllinien (HT29, Hep3BT2 oder 
A375) zu einer Erhöhung der Anzahl apoptotischer Zellen führt (Chang et al., 2004; Chen et 
al., 2003; Hehlgans et al., 2001). 
Um zu untersuchen, ob die verwendeten Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien ebenfalls 
sensitiv auf eine Stimulierung des LTβR reagieren, wurde mit ihnen ein MTT-Test 
durchgeführt (siehe 3.2.9). Die Stimulierung der LoVo- und der Caov-3-Zellen erfolgte 
sowohl mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) als auch mit agonistischem anti-huLTβR Antikörper (c= 
5µg/ml). Bei den Ovarialkarzinomzellen SK-OV-3 und OVCAR-3 wurde nur rhuLIGHT (c= 
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Abb. 51 MTT-Test der Kolonkarzinomzelllinie LoVo und der Ovarialkarzinomzelllinien SK-OV-3, OVCAR-3 
und Caov-3. Die Zellen wurden in Triplikaten in 96-Well-Platten in Konzentrationen von 10000, 5000 und 2500 
Zellen/Well ausgesät und nach einem Tag im Brutschrank mit rhuLIGHT (c= 10 µg/ml) oder ag. anti-huLTβR 
mAK (c= 5µg/ml) inkubiert. Die Kontrollzellen blieben unbehandelt. Nach 24 h wurde für 4 h MTT und 
anschließend SDS zugegeben. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. A: LoVo, B: SK-OV-3, 
C: OVCAR-3, D: Caov-3. 
 
Beim MTT-Test zeigten sich unabhängig von der Zugabe von rhuLIGHT oder agonistischem 
mAK keine oder nur sehr geringe Unterschiede in der Viabilität der Zellen (siehe Abb. 51). 
Dabei wurden jeweils die Wildtypzellen (links) oder die NIK DN- (Mitte) und IκBα SR 
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5 Diskussion 
5.1 Reduktion der LTβR-Expression auf BFS-1-Fibrosarkomzellen mittels 
shRNA 
In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Expression des LTβR auf BFS-1-
Fibrosarkomzellen und seine Aktivierung essentiell für das Fortschreiten des 
Tumorwachstums auf syngenen C57BL/6-Mäusen ist. Dabei wurden bei den Versuchen 
jedoch nie BFS-1-Zellen verwendet, die defizient für den LTβR sind oder zumindest 
geringere Mengen an LTβR exprimieren. Der Nachweis, dass die Aktivierung des LTβR auf 
den Fibrosarkomzellen selbst zum Tumorwachstum beiträgt, erfolgte immer indirekt. Zum 
einen wurden LTβR-Ig-exprimierende BFS-1-Zellen in vivo verwendet, zum anderen wurden 
die Wildtypfibrosarkomzellen auch in LTαβ-/--Mäuse und in LIGHT-/--Mäuse injiziert 
(Hehlgans et al., 2002 und nicht veröffentlichte Daten). In allen Fällen war das 
Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrolle verringert. Nun sollten mit Hilfe der RNA-
Interferenz eine Fibrosarkomzelllinie etabliert werden, bei der direkt die Menge an LTβR auf 
der Oberfläche reduziert ist. Da geplant war, die Auswirkungen der Herunterregulation der 
LTβR-Expression auch in vivo zu untersuchen, wurden die Fibrosarkomzellen stabil mit 
einem shRNA-exprimierenden Plasmid transfiziert. Der verwendete Vektor (Yang et al., 
2007) trägt neben der spezifischen shRNA gegen den LTβR auch ein GFP-Protein, welches 
an das Gen für das Selektionsantibiotikum gekoppelt ist. Dadurch sollten erfolgreich 
transfizierte Zellen detektierbar und gegebenenfalls isolierbar sein. Dies ist eine Technik, die 
oft verwendet wird, wenn ein direkter Nachweis des tranfizierten Gens, in diesem Falle der 
shRNA, schwierig ist. So konnten z.B. in einer Publikation, in der die shRNA über ein 
lentivirales System in die Zellen eingebracht wurde, die GFP-positiven Zellen mittels 
Zellsortierung isoliert werden. Dabei wurde nachgewiesen, dass eine stabile Expression des 
Konstrukts erfolgte, da die Zellen noch nach einer Kultivierung über vier Wochen GFP 
exprimierten eine deutliche Herunterregulation des Zielgens zeigten (Rubinson et al., 2003). 
Bei den Versuchen mit den Fibrosarkomzellen war jedoch zu beobachten, dass beinahe 100 % 
der transfizierten Zellen positiv für GFP waren. Von diesen GFP-positiven Zellen wiesen aber 
nur 15 % eine Herunterregulation der LTβR-Expression auf. Die Möglichkeit, dass das 
shRNA-mLTβR-Plasmid für die Zellen toxisch war, konnte ausgeschlossen werden, da 
sowohl shRNA-mLTβR-Transfektanten als auch die dazugehörigen Kontrollzellen (scramble) 
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ein normales Wachstumsverhalten im Vergleich zu Wildtypzellen aufwiesen (Daten nicht 
gezeigt). Weiterhin wäre es möglich, dass die lange Selektion mit Zeocin sich dahingehend 
ausgewirkt hat, dass die Zellen die Fähigkeit verlieren, die shRNA zu exprimieren. Dagegen 
spricht, dass die transfizierten Fibrosarkomzellen auch nach mehreren Wochen in Kultur 
keine merkliche Verringerung des Knock-downs zeigten. Außerdem wurde in einer 
Publikation nachgewiesen, dass die Herunterregulation der Genexpression in stabilen Klonen 
über 2 Monate auf dem gleichen Niveau beibehalten werden kann (Brummelkamp et al., 
2002). Ferner besteht die Möglichkeit, dass eine zu hohe Konzentration an Zeocin im Medium 
dazu geführt hat, dass die Zellen zwar die Fähigkeit, shRNAs zu exprimieren, verloren haben, 
aber das Resistenzgen und somit das damit fusionierte GFP als Überlebensvorteil im Genom 
erhalten blieb. Eine andere mögliche Erklärung für die geringe Herunterregulation der LTβR-
Expression besteht in der Tatsache, dass das von InvivoGen hergestellte Plasmid eine shRNA-
Sequenz enthält, die für diese Anwendung nicht ideal ist. So wäre z.B. ein GC-Gehalt 
zwischen 30 und 52 % für einen effektiven Knock-down besser (Reynolds et al., 2004), als 
die 62 % GC der shRNA-mLTβR-Sequenz. Weiterhin sollte eine gut funktionierende shRNA-
Sequenz keine Motive mit internen Wiederholungen oder Palindromen aufweisen, da sich 
dadurch Haarnadelstrukturen bilden könnten, die das Potential der Herunterregulation der 
Expression eines Gens verringern (Reynolds et al., 2004). Auch hier zeigte eine Analyse mit 
dem Programm GeneRunner, dass die verwendete shRNA-Sequenz ein solches Motiv 
beinhaltet. Yang et al. erreichten zwar mit dem shRNA-mLTβR-Plasmid eine signifikante, 
aber ebenfalls nur geringe Herunterregulation der LTβR-Expression. Bei den 
Fibrosarkomzellen scheint diese Herunterregulation jedoch nicht zu genügen, um einen 
deutlichen Unterschied bei der MIP-2-Expression oder der NFκB-Aktivität zwischen den 
shRNA-mLTβR-Transfektanten und den Kontrollzellen zu erhalten. Aus diesem Grund wurde 
auf weiterführende Mausversuche verzichtet, bei denen das Tumorwachstum der shRNA-
mLTβR- und der shRNA-scramble-Zellen auf syngenen C57BL/6-Mäusen untersucht werden 
sollte. 
5.2 Aktivierung beider NFκB-Signalwege in den BFS-1-Fibrosarkomzellen 
und die Auswirkungen auf das Tumorwachstum in vivo 
Bei einer Vielzahl von Tumoren und Tumorzelllinien ist die NFκB-Aktivität durch onkogene 
Viren, Veränderungen von Genen, die am NFκB-Signalweg direkt oder indirekt beteiligt sind, 
verschiedene andere Stimuli oder aber unbekannte Mechanismen stark erhöht (Chiao et al., 
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2002; Lind et al., 2001; Rayet et al., 1999). Dies ist auch bei den BFS-1-Fibrosarkomzellen zu 
beobachten. Eine Stimulierung des LTβR führt jedoch zu einer zusätzlichen Steigerung der 
NFκB-Aktivität in den Zellen (Daten nicht gezeigt). Für die Untersuchung, welcher der 
beiden NFκB-Signalwege durch die Zugabe von agonistischem anti-mLTβR mAK induziert 
wird, wurden die Zellen aufgrund des voraktivierten Phänotyps vor dem Versuch für einen 
Tag in Medium ohne FCS kultiviert. Für die Dauer der Stimulierung wurden wie in der 
Literatur üblich ein relativ früher Zeitpunkt (2 h) und zwei spätere Zeitpunkte (6 h und 24 h) 
gewählt. 
Beim klassischen NFκB-Signalweg wird hauptsächlich das Heterodimer aus p50 und Rel A 
und beim alternativen das Heterodimer aus p52 und Rel B aktiviert, um anschließend in den 
Zellkern zu wandern. In einer Studie, bei der murine Embryonalfibroblasten (MEF) aus p50-
defizienten Mäusen mit agonistischem anti-mLTβR mAK stimuliert wurden, kommt es 
jedoch neben der Aktivierung der erwarteten p52-Rel B-Komplexe auch zur Wanderung von 
p52-Rel A-Heterodimeren in den Zellkern. Umgekehrt sind in MEFs aus p52-defizienten 
Mäusen nach der Stimulierung des LTβR neben den p50-Rel A-Komplexen auch p50-p50-
Dimere und p50-Rel B-Komplexe im Zellkern zu finden. Somit gibt es im LTβR-Signalweg 
neben den dominierenden p50-Rel A- und p52-Rel B-Heterodimeren auch die in geringerer 
Anzahl vorkommenden p50-Rel B- und p52-Rel A-Komplexe (Lo et al., 2006). In den 
Fibrosarkomzellen waren nach Zugabe des agonistischen Antikörpers alle vier NFκB-Proteine 
im Zellkern vorhanden, so dass man davon ausgehen kann, dass sowohl der klassische als 
auch der alternative NFκB-Signalweg aktiviert wurde. Bereits nach 2 h fanden sich p50 und 
Rel A in einer hohen Konzentration im Zellkern. Diese nahm nach 6 h und 24 h wieder 
kontinuierlich ab. Rel B und p52 erreichten ebenfalls nach 2 h die höchste Konzentration im 
Zellkern. Diese blieb jedoch bei beiden Transkriptionsfaktoren nach 6 h und 24 h relativ 
konstant. Diese Befunde unterstützen die bisher in der Literatur beschriebenen Ergebnisse. So 
wurde in einer Veröffentlichung die NFκB-Aktivierung bei einer humanen Sarkomzelllinie 
nach Zugabe eines Chemotherapeutikums untersucht. Ohne eine Unterscheidung zwischen 
klassischem und alternativem NFκB-Signalweg vorzunehmen, konnte die höchste 
Konzentration an NFκB nach 2 h im Zellkern detektiert werden. Nach 7 h war bereits wieder 
eine starke Abnahme der Menge des Transkriptionsfaktors zu beobachten (Wang et al., 1999). 
In einer weiteren Untersuchung wurde der LTβR in MEFs stimuliert. Dies führte wie bei den 
Fibrosarkomzellen zu einer Aktivierung beider NFκB-Signalwege. Rel A ist wie bei den BFS-
1-Fibrosarkomzellen bereits nach 1-2 h in hoher Konzentration im Zellkern zu finden und 
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nimmt anschließend wieder kontinuierlich ab. Die Menge an p52 und Rel B steigt ebenfalls 
nach 2 h an, sammelt sich aber im Gegensatz zu den Fibrosarkomzellen weiter im Zellkern an, 
so dass die höchste Konzentration nach 24 h erreicht wird (Dejardin et al., 2002). Ähnliche 
Beobachtungen konnten auch in humanen Endothelzellen und humanen Stromazellen 
gemacht werden (Bonizzi et al., 2004a; Madge et al., 2008). Somit findet die Aktivierung des 
klassischen NFκB-Signalwegs vermutlich im Allgemeinen relativ schnell nach einem 
Stimulus statt. Der alternative NFκB-Signalweg scheint eine verzögerte Aktivierungskinetik 
aufzuweisen. 
Für eine genauere Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Stimulierung des LTβR 
und der Aktivierung beider Signalwege wurden die BFS-1-Fibrosarkomzellen zum einen mit 
einem Inhibitor des klassischen Signalwegs (IκBα SR) und zum anderen mit einem Inhibitor 
des alternativen Signalwegs (NIK DN) stabil transfiziert. Beim IκBα SR sind die beiden 
Serinreste 32 und 36 durch Alanine ausgetauscht, so dass keine Phosphorylierung des Proteins 
mehr stattfinden kann (Iimuro et al., 1998). Dadurch kann der klassische NFκB-Signalweg 
nicht mehr aktiviert werden. Bei der dominant-negativen Form von NIK sind die beiden 
Aminosäuren Lysin 429 und Lysin 430 jeweils durch ein Alanin ersetzt worden (Holtmann et 
al., 1999). Somit ist die Aktivierung des alternativen NFκB-Signalwegs blockiert. Bei der 
Stimulierung der mit dem IκBα SR-Plasmid transfizierten BFS-1-Fibrosarkomzellen zeigte 
sich jedoch, dass nicht nur der klassische, sondern auch der alternative NFκB-Signalweg 
beeinträchtigt war. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass die Aktivierung von p52 
bei den mit IκBα SR transfizierten Zellen sogar noch unterhalb der Werte der 
Wildtypkontrolle lag. Ein ähnliches Bild war auch bei den BFS-1-Zellen, die einer 
Transfektion mit dem NIK DN-Plasmid unterzogen wurden, zu sehen. Hier waren entgegen 
den Erwartungen ebenfalls sowohl der alternative als auch der klassische Signalweg inhibiert. 
Der IκBα SR wurde bereits in einer Vielzahl von Studien verwendet. So konnte unter 
anderem gezeigt werden, dass durch die Transduktion von Kupffer-Zellen mit einem 
adenoviralen IκBα SR-Vektor sowohl Rel A als auch p50 nicht mehr in den Zellkern 
translozieren (Suetsugu et al., 2005). Eine Untersuchung des alternativen NFκB-Signalwegs 
fand im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht statt. Im Gegensatz dazu wurden in einer weiteren 
Veröffentlichung beide Signalwege analysiert. Nach der Transduktion von Dendritischen 
Zellen mit dem Superrepressor konnten die Zellen nach einer Stimulierung mit LPS nicht 
mehr zur Reifung gebracht werden. Das bedeutet, dass der klassische Signalweg wie 
gewünscht gehemmt werden konnte. Gleichzeitig war jedoch eine Aktivierung des 
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alternativen NFκB-Signalwegs über einen T-Zellkontakt oder die Stimulierung der Zellen mit 
agonistischem anti-Maus LTβR mAK noch möglich (Moore et al., 2007). Allerdings ist in 
einem Experiment, in dem die nukleären Extrakte nach Stimulierung mit LPS im Western 
Blot untersucht wurden, zu beobachten, dass in den mit IκBα SR transfizierten Zellen im 
Vergleich zu den Kontrollen weniger Rel B und p52 vorhanden war. Somit ist wohl der 
alternative Signalweg durch die Transfektion mit dem IκBα SR-Plasmid zwar nicht blockiert, 
eine geringe Beeinträchtigung der Translokation von Rel B und p52 kann jedoch trotzdem 
auftreten. Dies erklärt aber nicht gänzlich, warum der alternative Signalweg in den mit IκBα 
SR transfizierten Fibrosarkomzellen relativ stark gehemmt ist. Gleiches gilt für die BFS-1-
Zellen, die das NIK DN-Protein stabil exprimieren. So konnte zwar gezeigt werden, dass die 
konstitutiv erhöhte NFκB-Aktivität in verschiedenen Prostatakarzinomzelllinien durch eine 
transiente Transfektion entweder mit dem IκBα SR- oder dem NIK DN-Plasmid in einem 
NFκB-Reporterassay verringert werden kann; eine Unterscheidung zwischen alternativem und 
klassischem Signalweg fand in dieser Studie jedoch ebenfalls nicht statt (Suh et al., 2002). 
Folglich kann man zwar sagen, dass die NFκB-Aktivität durch die Transfektion der BFS-1-
Fibrosarkomzellen mit beiden Vektoren stark vermindert ist, eine klare Differenzierung der 
beiden Signalwege ist aber nur sehr eingeschränkt möglich. 
Die beiden entweder mit dem IκBα SR- oder dem NIK DN-Plasmid transfizierten Zellen 
zeigten im Vergleich zu den Wildtypfibrosarkomzellen über vier Tage hinweg in vitro keine 
Unterschiede im Wachstumsverhalten. Außerdem war auch zu beobachten, dass die 
Transfektion mit einem der beiden Konstrukte keinen Einfluss auf die Expression des LTβR 
auf den BFS-1-Zellen hatte. Daher wurde davon ausgegangen, dass unterschiedliche 
Eigenschaften der Fibrosarkomzellen in den weiteren Versuchen nur auf die Beeinträchtigung 
der beiden NFκB-Signalwege zurückzuführen sind. 
Wie bereits erwähnt, ist das BFS-1-Tumorwachstum von einer Aktivierung des LTβR auf den 
Fibrosarkomzellen und einer daraus resultierenden erhöhten Expression des proangiogenen 
MIP-2 abhängig (Hehlgans et al., 2002). Diese wird über eine Aktivierung des NFκB-
Signalwegs nach Stimulierung des LTβR gesteuert, da der MIP-2-Promotor eine NFκB-
Bindungsstelle trägt (Widmer et al., 1993). Durch eine Analyse der Bindungsstelle mit Hilfe 
des Programms GeneRunner (Daten nicht gezeigt) konnte nachgewiesen werden, dass es sich 
hierbei mehr um eine klassische als um eine alternative NFκB-Konsensus-Sequenz handelt. 
Diese Unterscheidung der Konsensus-Sequenzen wurde in einer Studie beschrieben, in der 
untersucht wurde, welche Gene in Stromazellen nach Stimulierung des LTβR aktiviert 
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werden. Dabei war zu beobachten, dass die Promotoren von Genen, welche mit der 
Translokation von p52-Rel B-Heterodimeren in den Zellkern und somit im Zusammenhang 
mit dem alternativen NFκB-Signalweg beschrieben wurden, eine andere NFκB-Konsensus-
Sequenz besitzen als solche, die über den klassischen Weg gesteuert werden (Bonizzi et al., 
2004a). Übereinstimmend mit der klassischen Konsensus-Sequenz des MIP-2-Promotors 
wurde bis dato beschrieben, dass die Aktivierung der Expression des Chemokins mit einer 
Translokation von Rel A einhergeht (Kim et al., 2003). In einer aktuellen Studie konnte 
jedoch auch gezeigt werden, dass sich Rel B nach Stimulierung von Makrophagen an den 
Promotor des MIP-2-Gens anlagert, somit also eine Beteiligung des alternativen NFκB-
Signalwegs ebenfalls möglich ist (Yang et al., 2008). Vor diesem Hintergrund wurde nun 
auch die MIP-2-Expression der Wildtypfibrosarkomzellen mit der der BFS-1-Zellen, die mit 
dem IκBα SR- oder dem NIK DN-Plasmid transfiziert wurden, verglichen. Bei beiden 
Transfektanten lag die MIP-2-Expression im unstimulierten Zustand bereits deutlich unterhalb 
der unstimulierten Wildtypkontrolle. Eine Stimulierung des LTβR mit agonistischem 
Antikörper führte zu keiner Erhöhung der Konzentration an MIP-2 im Zellkulturüberstand. 
Daher ist in den BFS-1-Fibrosarkomzellen die Aktivierung des proangiogenen MIP-2 nach 
Stimulierung des LTβR in vitro über beide NFκB-Signalwege möglich. 
Um die Auswirkungen der Expression des IκBα Superrepressors oder der dominant-negativen 
Form von NIK in vivo sichtbar zu machen, wurden die Zellen in einem BFS-1-Tumormodell 
eingesetzt und bezüglich ihres Wachstumsverhaltens mit den Wildtypzellen verglichen. 
Hierbei wuchsen Tumore, die aus den beiden transfizierten Zelllinien hervorgingen, deutlich 
langsamer als die entsprechenden Wildtypkontrollen. Das Wachstum der IκBα SR-
Fibrosarkome war noch geringer als das der NIK DN-Fibrosarkome und zeigte einen 
statistisch signifikanten Unterschied zur Wildtypzelllinie. Der Einfluss der Hemmung des 
klassischen NFκB-Signalwegs auf das Tumorwachstum konnte auch in einer Studie 
beobachtet werden, bei der eine humane Kolonkarzinomzelllinie adenoviral mit einem IκBα 
SR-Vektor transduziert wurde. Hierbei zeigten die Tumore, die aus den veränderten 
Kolonkarzinomzellen hervorgegangen waren, ein sehr verzögertes Wachstum (Cusack, Jr. et 
al., 2000). 
Der Zusammenhang zwischen der Aktivierung der beiden NFκB-Signalwege in den BFS-1-
Zellen und der Expression von MIP-2 spiegelte sich auch deutlich in der MIP-2-Expression 
der Tumore ex vivo wider. Sowohl die IκBα SR- als auch die NIK DN-Tumore exprimierten 
viel weniger MIP-2 als die Wildtyptumore. Beim Wachstum eines Tumors müssen jedoch ab 
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einer gewissen Größe neue Blutgefäße gebildet werden, weil die Versorgung über Diffusion 
nicht mehr ausreichend ist. Da die Tumore aus den transfizierten Fibrosarkomzellen 
langsamer bzw. überhaupt nicht mehr wachsen, ist wahrscheinlich die Angiogenese, also die 
Bildung von Blutgefäßen, durch die Expression des proangiogenen MIP-2 gehemmt 
(Hehlgans et al., 2002). 
5.3 Herstellung monoklonaler anti-huLTβR Antikörper 
Vor dem Hintergrund, dass durch die Aktivierung des LTβR in den Fibrosarkomzellen 
vermehrt proangiogenes MIP-2 exprimiert wird, sollten diese Beobachtungen auch in 
humanen Tumorzelllinien und primärem Tumormaterial überprüft werden. Dazu wurden 
monoklonale Antikörper gegen den humanen LTβR generiert, mit denen analog zum 
Maussystem verschiedene Stimulationsexperimente durchgeführt werden sollten. 
Für die Immunisierung wurde zunächst rekombinantes huLTβR-Protein hergestellt. Dafür 
wurde als bakterielles Expressionssystem der E.coli-Stamm M15 gewählt. Die Expression 
von rekombinanten Proteinen in Bakterien bringt sowohl Vor- als auch Nachteil mit sich 
(Midgett et al., 2007). Auf der einen Seite kann man innerhalb kürzester Zeit große Mengen 
an rekombinantem Protein herstellen. Außerdem sind die Kulturbedingungen der Bakterien 
sehr einfach. So entfallen z.B. Transfektionen und die aufwendige Zellkulturarbeit. Auf der 
anderen Seite finden in den Bakterien keine Glykosylierungen oder andere posttranslationale 
Modifikationen der exprimierten Proteine statt, so dass die richtige Faltung des 
rekombinanten LTβR beeinträchtigt sein könnte. Dem sollte durch die Aufreinigung des 
Proteins unter nativen Bedingungen, d.h. ohne denaturierende Agenzien wie Harnstoff, 
entgegengewirkt werden. 
Da die Extrazellulärdomäne eines Transmembranproteins für die Bindung seiner Liganden 
verantwortlich ist, wurde nur dieser Bereich des LTβR in den pQE-32-Vektor kloniert. Bei 
der Expression war auf dem mit Coomassie gefärbten SDS-Gel eine Bande bei ca. 30 kDa zu 
sehen, die den Erwartungen entsprach. Gleichzeitig konnte durch den Western Blot auch 
gezeigt werden, dass die Reinheit des Proteins sehr hoch war. Für die Immunisierung wurde 
das Antigen den Mäusen zunächst in Kombination mit Titermax verabreicht. Dieses Adjuvans 
soll dazu führen, dass das Immunsystem über einen längeren Zeitraum stimuliert wird 
(Depoteffekt) und spezifische Antikörper gegen das gewünschte Antigen hergestellt werden. 
Bei der Bestimmung des Titers mittels ELISA, bei dem nur Antikörper des Isotyps IgG 
nachgewiesen wurden, da ein γ-Ketten-spezifischer Zweitantikörper verwendet wurde, zeigte 
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sich bereits nach der zweiten Immunisierung, dass anti-huLTβR Antikörper im Serum 
nachweisbar waren. Der Titer verbesserte sich nach der dritten Immunisierung nur 
geringfügig. Aus diesem Grund wurde die Fusion vier Tage nach einem letzten vierten Boost 
durchgeführt, bei dem eine größere Dosis an Antigen als bei den vorangegangenen 
Immunisierungen verwendet wird, um eine starke Immunantwort zu erhalten und die Reifung 
der B-Zellen zu synchronisieren. 
Bei der Fusion wurden die Überstände der Hybridomklone wie schon der Titer der Mäuse 
mittels eines ELISAs auf die Produktion von spezifischen anti-huLTβR Antikörpern hin 
getestet. Dabei wurden die ELISA-Platten nicht mit dem zur Immunisierung verwendeten, in 
E.coli exprimierten Protein beschichtet, sondern mit dem in S2-Zellen exprimierten huLTβR-
Ig. Dadurch sollte verhindert werden, dass fälschlicherweise Klone als positiv angesehen 
werden, die Antikörper gegen bakterielle Proteine produzieren, die nach der Aufreinigung 
noch in der Protein-Fraktion vorhanden waren. Wie bereits erwähnt, wurden die 
Hybridomüberstände mit einem γ-Ketten-spezifischen Zweitantikörper getestet, um nur 
Antikörper des Isotyps IgG zu erhalten. Dabei konnten die drei Klone 4D6, 8A8 und 13H6 
stabil etabliert werden. Die Bestimmung der Isotypen der drei antikörperproduzierenden 
Hybridomklone, die zwei Monate nach der Fusion stattfand, brachte ein überraschendes 
Ergebnis. So wiesen 4D6 und 8A8 beide den Isotyp IgG1 auf. 13H6 produzierte jedoch 
entgegen den Ergebnissen bei den anfänglichen ELISAs keine Antikörper des Isotyps IgG, 
sondern produzierte Antikörper des Isotyps IgM. Da Hybridome aus einer Fusion zwischen 
einer antikörperproduzierenden B-Zelle und der unsterblichen Mausmyelomzelllinien Sp2/0-
Ag14 hervorgehen, sind sie oft sehr instabil und können in der Etablierungsphase (oft mehrere 
Wochen bis Monate) ihre Fähigkeit, Antikörper zu produzieren, ganz verlieren. Vermutlich 
war dies beim Klon 13H6 ähnlich, wobei sich hier nur der Isotyp des Antikörpers änderte. 
Normalerweise zielt man bei einer Fusion bevorzugt auf die Isolierung von IgG-Antikörpern, 
da IgM-Antikörper einige Nachteile besitzen. So haben diese eine geringere Affinität zum 
Antigen, da sie die ersten gebildeten Antikörper in einer Immunreaktion sind und somit noch 
keine weiteren Modifikationen besitzen, die während der Änderung des Isotyps vollzogen 
werden. Außerdem sind IgM-Antikörper aufgrund der pentameren Struktur schwerer und 
haben eine viel geringere Halbwertszeit als die IgG-Antikörper (Mix et al., 2006). Die 
Charakterisierung der Antikörper erfolgte im ELISA, Dot Blot, Western Blot und im 
Durchflusszytometer (siehe Abb. 36). Sowohl im ELISA als auch im Western Blot war der 
Klon 13H6 kreuzreaktiv. Ferner wurde im Durchflusszytometer nach der Färbung der Zellen 
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mit dem Kulturüberstand des Hybridoms 13H6 ein positives Signal detektiert, das jedoch 
schwächer war als die Positivkontrolle. Um den Klon 13H6 besser bei FACS-Analysen 
einsetzen zu können, sollte man den Antikörper zunächst über eine geeignete Säule 
aufreinigen und anschließend biotinylieren. Dadurch würde wahrscheinlich eine Verstärkung 
des Signals der positiven Zellpopulation erreicht werden. 
Aufgrund der Tatsache, dass nur die IgG-Antikörper über die Protein-G-Sepharosesäule 
aufgereinigt werden konnten, erfolgte die Durchführung der funktionellen Analyse mit 4D6 
und 8A8. Als Testsystem wurde dabei die humane Melanomzelllinie A375 verwendet, da 
bereits bekannt ist, dass sie den LTβR exprimiert und dessen Stimulierung auf den Zellen zu 
einer Induktion der Expression von Interleukin-8, dem humanen funktionellen Homolog zum 
MIP-2, führt (Degli-Esposti et al., 1997; Hehlgans et al., 2001). Als Positivkontrolle dienten 
rhuLIGHT und ein anti-huLTβR mAK (Klon 31G4D8), der agonistisch ist (siehe 4.2.1.10), 
aber erst Ende des Jahres 2007 im Handel erhältlich war. Keiner der beiden Antikörper 4D6 
und 8A8 führten zu einer Erhöhung der IL-8-Expression oder zu einer Aktivierung des NFκB-
Signalweges in den A375-Zellen. Bei der Analyse der antagonistischen Wirkung zeigte sich 
jedoch, dass 8A8 sowohl die durch rhuLIGHT als auch die durch den anti-huLTβR mAK 
31G4D8 induzierte IL-8-Expression verringern konnte. In den Versuchen zur Induktion der 
NFκB-Aktivität konnte die antagonistische Eigenschaft des Antikörpers 8A8 ebenfalls 
beobachtet werden. Durch die Inkubation der Zellen mit 8A8 2 h vor der Zugabe von 
rhuLIGHT oder dem anti-huLTβR mAK wird die Bindungsstelle für den jeweiligen Liganden 
blockiert. Allerdings funktioniert diese Hemmung nur teilweise, da die Bindung des 
antagonistischen Antikörpers reversibel ist. So kann die IL-8-Expression oder die NFκB-
Aktivität nicht bis auf den Wert der unstimulierten Probe reduziert werden. Bei einem zu 
großen Überschuss von 8A8 (10:1) wird die Blockade vermutlich wieder bis zu einem 
gewissen Grad aufgehoben, da sich die Antikörpermoleküle gegenseitig an der Bindung 
hemmen. Um die antagonistische Wirkung von 8A8 noch weiter zu charakterisieren, könnten 
andere humane Zelllinien für die Versuche verwendet werden (siehe 4.2.4.2). 
5.4 Stimulierung von humanem Primärtumorgewebe 
Um die Spezifität des beim ELISA positiven anti-huLTβR mAK 3G10H3 bei der Färbung 
von Paraffinschnitten auszutesten, wurden zunächst humane Milzschnitte verwendet. Hier 
zeigte sich, dass spezifisch die Zellen der roten Pulpa und nicht die der weißen Pulpa 
angefärbt waren. Da in der weißen Pulpa größtenteils T- und B-Lymphozyten lokalisiert sind, 
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die den LTβR nachweislich nicht tragen, und in der roten Pulpa hauptsächlich Zellen 
vorhanden sind, die den LTβR exprimieren, kann davon ausgegangen werden, dass es 
möglich ist, mit dem Antikörper 3G10H3 die Expression des LTβR in humanen Geweben 
nachzuweisen. So zeigte sich bei der Untersuchung von Ovarial- und 
Kolonkarzinomschnitten, dass der LTβR ebenfalls in diesen Geweben exprimiert wird. Dies 
konnte durch die Färbung von Brustkarzinomgewebe bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). 
Ein ähnliches Ergebnis wurde auch in einer Studie beschrieben, bei der eine größere Anzahl 
von Brust-, Kolon- und Lungentumoren und verschiedene Melanome auf die Expression des 
LTβR hin untersucht wurden. Hier waren nach Anfärbung der Paraffinschnitte zwischen 87 % 
und 96 % der Tumore aus den verschiedenen Gruppen positiv. Die Expression des Rezeptors 
beschränkte sich dabei hauptsächlich auf die Tumorzellen. Das die Tumorzellen umgebende 
Stroma zeigte eine geringere Färbung (Lukashev et al., 2006). Zusammenfassend lässt sich 
somit feststellen, dass der LTβR in vielen verschiedenen Tumoren, wie z.B. Kolon- und 
Ovarialkarzinomen, exprimiert wird. 
Eine erhöhte Expression von IL-8 ist sowohl bei Patienten mit Kolonkarzinomen als auch bei 
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen zu beobachten und gleichzeitig ein Hinweis auf den 
Schweregrad der Erkrankung. Dies konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden. 
So haben Kolonkarzinompatienten einen erhöhten Serumspiegel an IL-8, welcher mit der 
Schwere der Erkrankung stark zunimmt und als möglicher diagnostischer Marker dienen 
könnte (Kaminska et al., 2005). Ein ähnliches Bild ergibt sich bei 
Ovarialkarzinompatientinnen. Hier konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die 
Konzentration an IL-8 im Serum bei den erkrankten Frauen im Vergleich zu der gesunden 
Kontrollgruppe erhöht ist (Yu et al., 2004). Neben den veränderten Serumkonzentrationen 
korreliert auch die IL-8-Expression im Tumorgewebe selbst mit dem Schweregrad der 
Erkrankung. So haben Ovarialkarzinompatientinnen bei einer hohen Expression von IL-8 eine 
deutlich schlechtere Prognose nach der Behandlung der Tumorerkrankung als diejenigen mit 
einer geringen IL-8-Expression im Tumorgewebe (Kassim et al., 2004; Merritt et al., 2008). 
Schließlich konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Ovarialkarzinomzelllinien, die mit einer 
spezifischen siRNA gegen IL-8 transfiziert wurden, kleinere Tumore auf Nacktmäusen 
bilden, als die entsprechenden Kontrollen. Diese Beobachtung geht außerdem mit einer 
geringeren Dichte an Blutgefäßen im Tumor einher, d.h. durch die Behandlung der Zelllinien 
mit IL-8-siRNA ist die spätere Angiogenese in den Tumoren behindert (Merritt et al., 2008). 
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Für die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Aktivierung des LTβR und der 
Induktion der Expression von proangiogenem IL-8 wurde zunächst frisches, operativ 
entferntes Tumorgewebe stimuliert. Dieses wurde nach der Operation schnellst möglich auf 
Eis gelagert, um eine Degradation der RNA oder andere Abbaumechanismen relativ gering zu 
halten. Nach dem Zerkleinern der Gewebestücke erfolgte sofort die Stimulierung mit 
agonistischem mAK oder rhuLIGHT in vitro. Um sicherzustellen, dass die Rezeptoren, an die 
die Stimulanzien potenziell binden können, auch im primären Tumorgewebe exprimiert 
werden, erfolgte die Durchführung einer RT-PCR. Dabei zeigte sich, dass sowohl der LTβR 
als auch zu einem geringeren Grad HVEM in den Gewebeproben vorhanden war. 
Nach der Zugabe des agonistischen mAK oder von rhuLIGHT wurde sowohl die Menge an 
IL-8-mRNA mittels quantitativer PCR als auch die Expression des Chemokins mit Hilfe eines 
ELISAs bestimmt. Die RNA, die aus den Tumorproben nach der zweistündigen Stimulierung 
gewonnen wurde, zeigte in einem Northern Blot keine Degradation, so dass sie bei der qPCR 
eingesetzt werden konnte. Die Ergebnisse, die mit den beiden Methoden erhalten wurden, 
waren sowohl bei den Kolon- als auch bei den Ovarialkarzinomen sehr inhomogen. So war 
die IL-8-Expression in einer Probe durch die Zugabe des agonistischen Antikörpers oder von 
rhuLIGHT erhöht, in einer anderen Probe des gleichen Tumors war kein Unterschied zu den 
unstimulierten Geweben nachzuweisen. In einem Fall konnte eine Induktion der IL-8-
Expression auf Proteinebene festgestellt werden. Dies war bei einem Ovarialkarzinom (Tumor 
3) nach der Stimulierung mit agonistischem mAK zu beobachten. Durch dieses positive 
Ergebnis kann man davon ausgehen, dass eine Stimulierung von frischem 
Primärtumormaterial prinzipiell möglich ist. Da jedoch die Zusammensetzung des Gewebes 
von Tumorart zu Tumorart unterschiedlich ist, müsste eine viel größere Anzahl an Proben 
untersucht werden. Außerdem wäre es interessant, bei den Tumoren, die durch die 
Stimulierung des LTβR mit einer erhöhten IL-8-Expression reagieren, Gemeinsamkeiten zu 
ermitteln. Dies könnte man z.B. mit Hilfe eines DNA-Microarrays erreichen. Hier kommt 
jedoch wieder die Problematik zum Tragen, dass die Primärtumore sehr große Unterschiede 
aufweisen. Aufgrund dieser Tatsache wurden für die weiteren Experimente zur Untersuchung 
des Zusammenhangs zwischen der Stimulierung des LTβR und der Induktion der IL-8-
Expression humane Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien verwendet. Diese haben einen 
definiertes genetisches Material, besitzen die gleichen Kulturbedingungen und können somit 
unter konstanten Bedingungen bei den Versuchen eingesetzt werden. 
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5.5 Stimulierung humaner Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien 
Wie schon beim primären Tumormaterial wurde zunächst untersucht, ob der LTβR und 
HVEM von den verwendeten Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien exprimiert wird. Dabei 
konnten beide Rezeptoren mittels FACS-Analyse bzw. RT-PCR nachgewiesen werden, so 
dass eine Stimulierung mit dem agonistischen anti-huLTβR mAK oder mit rhuLIGHT 
grundsätzlich möglich war. Für die Experimente zum Nachweis der IL-8-Expression auf 
Proteinebene wurden insgesamt sechs verschiedene Kolonkarzinomzelllinien und vier 
verschiedene Ovarialkarzinomzelllinien verwendet. Von den sechs Kolonkarzinomzelllinien 
konnte bei HCT 116 und LoVo nach der Stimulierung mit rhuLIGHT jeweils eine erhöhte IL-
8-Expression beobachtet werden. Nur bei der LoVo-Zelllinie war auch eine Induktion der IL-
8-Expression nach der Zugabe des agonistischen Antikörpers nachzuweisen. Bei den 
Ovarialkarzinomzelllinien zeigten von den vier getesteten drei eine Erhöhung der IL-8-
Expression nach Stimulierung mit rhuLIGHT (SK-OV-3, OVCAR-3 und Caov-3). Zusätzlich 
dazu konnte bei der Caov-3-Zelllinie auch die IL-8-Konzentration im Medium durch die 
Zugabe des agonistischen anti-huLTβR mAK gesteigert werden. Zwischen den Ergebnissen 
der Stimulierungen und der Menge an exprimiertem HVEM oder LTβR war keine Korrelation 
zu erkennen. 
Bei der Stimulierung der Zellen mit rhuLIGHT stellt sich die grundlegende Frage, welcher 
der beiden Rezeptoren, der LTβR oder HVEM, für die Induktion der Expression von IL-8 
verantwortlich ist. Hierüber finden sich in der Literatur widersprüchliche Ergebnisse. So 
wurden in einer Studie human umbilical vein endothelial cells (= HUVECs), von denen 
bekannt ist, dass sie beide Rezeptoren exprimieren, mit rekombinantem LIGHT stimuliert. 
Dies führte zu einer Erhöhung der IL-8-Expression. Durch die Zugabe eines mutierten 
LIGHT-Proteins, das nur an den LTβR bindet, erhielt man das gleiche Ergebnis wie bei der 
Stimulierung mit dem rekombinanten LIGHT. Somit konnte man davon ausgehen, dass in 
diesem Fall nur die Bindung an den LTβR zu einer Erhöhung der IL-8-Expression führte 
(Chang et al., 2005). Eine weitere Studie, die sich mit der Rekrutierung von NFκB nach der 
Stimulierung des LTβR mit LIGHT beschäftigt, zeigt, dass es nach der Bindung von LIGHT 
an den LTβR zu einer Aktivierung des NFκB-Signalweges kommt. Dies konnte in LTβR-
defizienten Mäusen nicht beobachtet werden. Somit wäre der LTβR nach der Bindung von 
LIGHT der Hauptrezeptor für die Aktivierung von NFκB (Kim et al., 2005). Da die IL-8-
Expression von der Aktivierung des NFκB-Signalwegs abhängig ist (Hoffmann et al., 2002), 
wäre daraus zu schließen, dass LIGHT an den LTβR binden müsste, um eine Induktion der 
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IL-8-Expression zu erhalten. Schließlich wurde auch beschrieben, dass die Stimulierung einer 
Prostatakarzinomzelllinie mit LIGHT zu einer verstärkten Proliferation der Zellen und zu 
einer Aktivierung von NIK, also dem alternativen NFκB-Signalweg, führt (Nadiminty et al., 
2007). Hier wurde jedoch keine Unterscheidung getroffen, an welchen der beiden Rezeptoren 
das LIGHT-Protein gebunden hatte. Da aber bei der Stimulierung von HVEM vermutlich der 
klassische NFκB-Signalweg aktiviert wird (Heo et al., 2007), ist für die Aktivierung des 
alternativen Signalwegs eine Stimulierung des LTβR notwendig. 
In der Literatur wurde beschrieben, dass Tumorzellen, die mit einem LIGHT-exprimierenden 
Plasmid transfiziert wurden, in geringerem Umfang als die entsprechenden Kontrollzellen 
proliferieren. Dabei wurde vermutet, dass LIGHT eine zytotoxische Immunantwort im Tumor 
induzieren kann (Tamada et al., 2000b). Ebenso wurde beobachtet, dass die Expression von 
LIGHT im Tumor zu einer massiven Infiltration von T-Lymphozyten führt. Dadurch kommt 
es zu einer Reduzierung der Größe bereits etablierter, stark fortgeschrittener Tumore aus Ag-
104-Zellen (Yu et al., 2004). In beiden Fällen wird die Wirkung von LIGHT dabei 
wahrscheinlich über die Aktivierung von HVEM auf den T-Lymphozyten vermittelt. Somit 
sind es die kostimulatorischen Eigenschaften von LIGHT, die zu einer Tumorregression 
beitragen können. Im Weiteren ist beschrieben, dass die Stimulierung des LTβR zum 
Auslösen der Apoptose in bestimmten Tumorzelllinien führen kann (Browning et al., 1996; 
Rooney et al., 2000; VanArsdale et al., 1997). Gleichzeitig kann aber auch der NFκB-
Signalweg in verschiedenen Zelllinien aktiviert werden (Dhawan et al., 2008; Mackay et al., 
1996). Somit könnte es durchaus sein, dass die Stimulierung des LTβR mit LIGHT oder auch 
mit dem agonistischen anti-huLTβR Antikörper zu einer Induktion der Expression des 
proangiogenen IL-8 in den Tumorzellen selbst führt. Betrachtet man jedoch die Gesamtheit 
eines Tumors in vivo, vermittelt LIGHT möglicherweise über die Aktivierung von HVEM auf 
den T-Lymphozyten die Induktion einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort. 
Außerdem könnten die Tumorzellen durch die Stimulierung des LTβR zur Apoptose gebracht 
werden. Je nachdem welcher der Prozesse nun stärker aktiviert wird, kommt es durch die 
Förderung der Angiogenese zu einem erhöhten Tumorwachstum oder zu einer 
Tumorregression. Um die molekularen Mechanismen zu verstehen, die dazu führen, dass es 
durch die Stimulierung mit LIGHT oder agonistischem anti-huLTβR mAK zu einer Induktion 
der IL-8-Expression kommt, könnte man z.B. einen DNA-Microarray mit den entsprechenden 
Karzinomzelllinien nach Zugabe der Stimulanzien durchführen. 
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Zur Analyse der Aktivierung der beiden NFκB-Signalwege, wurden die Zelllinien, die auf die 
Stimulierung mit rhuLIGHT oder dem agonistischen anti-huLTβR mAK mit einer erhöhten 
IL-8-Expression reagierten, mit den Plasmiden zur Hemmung des klassischen (IκBα SR) oder 
des alternativen (NIK DN) NFκB-Signalwegs transfiziert. Nach der Zugabe der Stimulanzien 
war bei allen Transfektanten eine verringerte IL-8-Expression im Vergleich zur Kontrolle zu 
beobachten. Bei der LoVo- und der Caov-3-Zelllinie ergab sich dabei ein ähnliches Bild. 
Sowohl die IκBα SR- als auch die NIK DN-Transfektanten konnten durch die Zugabe von 
rhuLIGHT im Vergleich zu den dazugehörigen Kontrollen noch zu einer leicht erhöhten IL-8-
Expression gebracht werden. Durch die Stimulierung mit dem agonistischen Antikörper 
konnte jedoch keine Induktion der IL-8-Expression mehr beobachtet werden. Die 
Konzentration an IL-8 im Medium blieb auf dem Niveau der unstimulierten Kontrolle. Im 
Vergleich zu den Caov-3-Transfektanten, deren IL-8-Expression durch die Stimulierung mit 
rhuLIGHT zumindest über den Werten der unstimulierten Wildtypkontrolle lag, war die 
Konzentration des Chemokins im Kulturüberstand der LoVo-Transfektanten immer unterhalb 
der Referenzwerte. Die SK-OV-3- und OVCAR-3-Zelllinie, die mit den beiden Plasmiden 
transfiziert wurden, zeigten ebenfalls sowohl im unstimulierten als auch im stimulierten 
Zustand eine im Vergleich zum Wildtyp verringerte IL-8-Expression. Dies konnte auch in 
einer Studie beobachtet werden, bei der die SK-OV-3-Ovarialkarzinomzelllinie mit einem 
IκBα SR-exprimierendem Plasmid transfiziert wurde. Dabei kam es in den hergestellten 
Transfektanten wie in den vorliegenden Versuchen zu einer Verringerung der IL-8-
Expression in vitro. Zusätzlich dazu war das Tumorwachstum der SK-OV-3-IκBα SR-
Ovarialkarzinomzellen in Nacktmäusen reduziert (Huang et al., 2000). Obwohl in beiden 
Ovarialkarzinomzelllinien insgesamt eine verminderte IL-8-Expression durch die Hemmung 
eines der beiden NFκB-Signalwege zu sehen war, konnten bei den SK-OV-3-Zellen die NIK 
DN-Transfektanten noch mit rhuLIGHT stimuliert werden, während bei den OVCAR-3-
Zellen die IκBα SR-Transfektanten nach der Zugabe von rhuLIGHT mit einer Induktion der 
IL-8-Expression reagierten. Ein Grund für diese Abweichungen in allen hergestellten 
Transfektanten könnte sein, dass die verminderte IL-8-Expression nicht auf einer geringeren 
Aktivierung des NFκB-Signalwegs beruht, sondern dass es in den Zellen durch die 
Stimulierung mit rhuLIGHT oder dem agonistischen mAK zu einer Erhöhung der 
Apoptoserate kommt, wie es bereits in verschiedenen Studien beschrieben wurde (Browning 
et al., 1996; Rooney et al., 2000; VanArsdale et al., 1997). Aus diesem Grund wurde die 
Viabilität der Zellen und der dazugehörigen Transfektanten in einem MTT-Assay mit und 
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ohne Stimulierung untersucht. Hierbei konnten keine Unterschiede bei den verschiedenen 
Zellen beobachtet werden. Dies wird auch durch die Ergebnisse einer Studie unterstützt, bei 
der gezeigt wurde, dass OVCAR-3-Zellen, die stabil mit dem IκBα SR transfiziert wurden, im 
Gegensatz zur Kontrolle keine erhöhte Apoptoserate aufwiesen (Bentires-Alj et al., 1999). 
Die abweichende IL-8-Expression könnte aber auch an einer unterschiedlich starken 
Expression der jeweiligen NFκB-Inhibitoren liegen. Dabei ergeben sich keine Hinweise, dass 
einer der beiden NFκB-Signalwege bei der Induktion der IL-8-Expression stärker involviert 
wäre. Vielmehr kann man davon ausgehen, dass sowohl bei der Stimulierung mit rhuLIGHT 
als auch mit dem agonistischen anti-huLTβR mAK beide NFκB-Signalwege aktiviert werden 
und bei der Expression von IL-8 involviert sind (Chang et al., 2002; Holtmann et al., 1999). 
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6 Zusammenfassung 
Der Lymphotoxin beta Rezeptor (LTβR), ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie, interagiert 
funktionell sowohl mit dem auf aktivierten B-, T- und NK-Zellen exprimierten Liganden 
LTα1β2 als auch mit LIGHT. Bisherige Arbeiten haben gezeigt, dass die Stimulierung des 
LTβR auf Maus-Fibrosarkomzellen (BFS-1) zu einer NFκB-Aktivierung und zur erhöhten 
Expression von proangiogenem MIP-2 führt. Dadurch kommt es zu einer erhöhten 
Angiogenese und zu einem verstärkten Tumorwachstum in vivo. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die molekularen Mechanismen zwischen der Aktivierung 
des LTβR, der Induktion von proangiogenem MIP-2 und dem verstärkten Tumorwachstum in 
einem syngenen Tumormodell der Maus untersucht. Dazu wurde zunächst versucht, die LTβR 
Expression auf den Maus-Fibrosarkomzellen mittels shRNA herunter zu regulieren. Durch 
eine stabile Transfektion der Fibrosarkomzellen mit einem spezifischen, gegen den mLTβR 
gerichteten shRNA-Vektor konnte die LTβR-Expression auf 15 % der Zellen verringert 
werden. Nach der Stimulierung des LTβR auf den transfizierten Fibrosarkomzellen konnte 
jedoch keine Verminderung der NFκB-Aktivierung und der Expression von proangiogenem 
MIP-2 nachgewiesen werden. 
Weiterhin wurde untersucht, welcher der beiden NFκB-Signalwege in den Fibrosarkomzellen 
nach der Stimulierung des LTβR bei der Induktion von proangiogenem MIP-2 aktiviert wird. 
Die Ergebnisse zeigen, dass nach LTβR-Stimulierung sowohl der klassische als auch der 
alternative NFκB-Signalweg in den Fibrosarkomzellen aktiviert wird. Nach der stabilen 
Transfektion der Fibrosarkomzellen mit spezifischen NFκB-Inhibitoren, die den klassischen 
NFκB-Weg (IκBα Superrepressor) oder den alternativen NFκB-Weg (dominant-negative 
Form von NIK oder NIK DN) hemmen, wurde die MIP-2-Expression in Abhängigkeit der 
beiden Signalwege untersucht. Die mit den NFκB-Inhibitoren transfizierten 
Fibrosarkomzellen exprimieren stark verminderte Mengen an proangiogenem MIP-2, zeigen 
eine Beeinträchtigung bei der Rekrutierung der NFκB-Proteine Rel A, Rel B, p50 und p52 
und zeichnen sich auf syngenen C57BL/6-Mäusen im Vergleich zu Kontrollzellen durch ein 
stark verringertes Tumorwachstum aus. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass bereits die 
Hemmung eines der beiden NFκB-Signalwege ausreicht, damit das Tumorwachtsum in vivo 
vermindert ist. 
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Die im BFS-1-Tumormodell der Maus erhaltenen Ergebnisse bezüglich der LTβR-Expression 
und -Aktivierung wurden an humanem Biopsiematerial sowie an entsprechenden humanen 
Tumorzelllinien überprüft. 
Dazu wurden zunächst Antikörper gegen den huLTβR mit Hilfe der Hybridomtechnik 
hergestellt. Nach der Expression der rekombinanten extrazellulären Domäne des huLTβR in 
E.coli und der Immunisierung von Balb/c-Mäusen konnten drei monoklonale Antikörper 
produzierende Hybridome (4D6, 8A8 und 13H6) stabil etabliert werden. 4D6 kann im Dot 
Blot und 8A8 im Western Blot zum Nachweis des LTβR verwendet werden. Außerdem 
besitzt der Klon 8A8 antagonistische Wirkung. Für die Analyse von Zellen im 
Durchflusszytometer ist der Hybridomklon 13H6 geeignet. Jedoch zeigte keiner der anti-
huLTβR monoklonalen Antikörper eine agonistische Wirkung in Bezug auf die Aktivierung 
des NFκB-Signalwegs oder die Induktion von proangiogenem IL-8. 
Die Expression des LTβR in primären humanen Tumorgeweben, wie Kolon- und 
Ovarialkarzinomen, konnte mit Hilfe eines anti-huLTβR monoklonalen Antikörpers (Klon 
3G10H3) nachgewiesen werden. In Stimulierungsexperimenten, die mit primärem 
postoperativen Kolon- und Ovarialkarzinomgeweben durchgeführt wurden, konnte weder mit 
Hilfe der quantitativen PCR noch mittels ELISA eindeutig eine Induktion der IL-8 Expression 
nach LTβR-Stimulierung beobachtet werden. Aus diesem Grund wurden für weitere 
Stimulierungsexperimente humane Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien verwendet. Dabei 
zeigte sich, dass die IL-8-Expression in zwei der sechs untersuchten Kolonkarzinomzelllinien 
(HCT 116 und LoVo) und in drei der vier getesteten Ovarialkarzinomzelllinien (SK-OV-3, 
OVCAR-3 und Caov-3) durch die Stimulierung mit rhuLIGHT induzierbar ist. In jeweils 
einer Kolon- (LoVo) und einer Ovarialkarzinomzelllinie (Caov-3) konnte durch Stimulierung 
mit agonistischem anti-huLTβR Antikörper eine IL-8-Expression induziert werden. Durch die 
Hemmung des klassischen (IκBα Superrepressor) oder des alternativen (NIK DN) NFκB-
Signalwegs konnte zudem eine Verringerung der IL-8-Expression nachgewiesen werden. 
Damit konnte gezeigt werden, dass es nach der Stimulierung des LTβR zu einer Aktivierung 
beider NFκB-Signalwege kommt, die für eine induzierte IL-8-Expression in den untersuchten 
humanen Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien verantwortlich sind. 
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